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JEAN VALTIS 
(1888-1950) 


Aprés la disparition d’Alfred Boquet, l’école de Calmette vient 
d’étre encore éprouvée par la mort prématurée de Jean Valtis, 
professeur a la Faculté de Médecine d’Athénes, Chef de Service 
honoraire a l'Institut Pasteur. J. Valtis entra en 1920 dans le 
laboratoire de Calmette. I] avait été présenté A ce dernier par le 
médecin-général Arnaud auquel il avait été attaché a la mission 
militaire francaise auprés du service de santé de l’armée grecque, 
pendant la guerre 1914-1918. 

Les lens étroits d’estime et d’affection qui s’étaient établis 
entre le Chef et son subordonné et qui ont duré jusqu’a la mort 
du médecin-général Arnaud, devenu apres sa retraite directeur 
du Comité National de Défense contre la Tuberculose, permet- 
taient déja d’entrevoir quelles pourraient étre les qualités pro- 
fessionnelles et la valeur morale de Jean Valltis. 

Comme pour le médecin-général Arnaud, Valtis ne tarda pas 
4 devenir le collaborateur dévoué et l’ami sir de ses deux nou- 
veaux maitres : A. Calmette 4 l’Institut Pasteur et Léon Bernard 
a la clinique de la tuberculose de |’H6épital Laennec. 

Assistant étranger au Dispensaire Léon-Bourgeois (1920-1924), 
puis a la clinique de la tuberculose (1924-1933), J. Valtis passait 
ses matinées a l’Hopital Laennec et travaillait l’aprés-midi au 
laboratoire de Calmette. 
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Son activité scientifique lui a permis d’aborder l'étude d’un 
grand nombre de questions, aussi bien au point de vue clinique 
que bactériologique. Nous devons d’abord rappeler qu’il a été 
souvent associé aux travaux sur le BCG de Calmette et Guérin 
et de leurs collaborateurs et qu’il a contribué par ses publications 
et par son enseignement a la diffusion en Gréce de la vaccination 
par le bacille bilié. 

Pendant plusieurs années il s’est consacré presque exclusive- 
ment a l’étude des éléments filtrables du bacille de Koch et il 
s'est occupé avec A. Calmette et M. Lacomme du réle qu’ils peu- 
vent jouer dans la transmission transplacentaire de la tuberculose 
de la mére a l'enfant. Si l’interprétation qu’avec beaucoup d’au- 
tres auteurs il a donnée a certains de ses résultats n’a pas été 
retenue, il a eu le mérite de mettre en évidence des faits nou- 
veaux qui auront encore a fixer l’attention des chercheurs. 

Au moment ot. A. Boquet et L. Négre venaient de faire entrer 
dans Ja pratique courante leur antigéne méthylique, J. Valtis a 
effectué toute une série de recherches sur son emploi dans Ja 
mise en évidence des anticorps tuberculeux par Ja déviation du 
complément et dans le traitement de la tuberculose. 

Avec A. Boquet et L. Négre il a participé 4 un grand nombre 
de travaux sur la dissémination des bacilles tuberculeux et para- 
tuberculeux dans l’organisme des cobayes auxquels ils ont été 
inoculés par différentes voies et sur la virulence des _ bacilles 
tuberculeux jeunes. 

Devenu, en 1928, chef de laboratoire a l'Institut Pasteur, 
J. Valtis avait été affecté au service de L. Négre dans les 
nouveaux batiments de la tuberculose. Il y avait comme colla- 
borateur F. van Deinse avec lequel il a fait de trés nombreuses 
publications qu’il serait trop long d’énumeérer ici, et en particulier 
son dernier travail effectué en France sur la mise en évidence de 
Vallergie latente chez le cobaye. Son activité en microbiologie ne 
Vavait pas empéché d’acquérir des connaissances trés étendues 
en phtisiologie et de publier les résultats de ses recherches clini- 
ques avec Léon Bernard, L. Baron, J. Rolland, A. Maurer et 
Coste, ainsi que deux ouvrages sur la tuberculose. 

En 1930, le gouvernement grec le nomma professeur de phti- 
siologie & la Faculté de Médecine d’Athénes. Ne pouvant pas 
se résoudre 4 abandonner complétement sa patrie d’adoption qui 
lui avait accordé la naturalisation, il avait obtenu, grace a J’ap- 
pui de A. Calmette, l’autorisation de partager son temps entre 
Paris et Athénes. Puis aprés la mort de A. Calmette, J. Valtis ne 
vint plus travailler que pendant les mois d’été dans le laboratoire 
qui avait été laissé a sa disposition a |’ Institut Pasteur. 

En septembre 1939, a la déclaration de guerre, Jean Valltis, qui 
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était & Paris et désirait y rester A cause de son attachement a 
notre pays, recut de M. Martin, directeur de |’Institut Pasteur, 
le conseil de retourner 4 Athénes ow il devait étre plus utile a la 
France qu’en demeurant a |’Institut Pasteur. 

Sous l’occupation allemande de la Gréce, il n’a pas cessé d’y 
défendre les intéréts francais. 

Aprés la libération il fut profondément heureux de venir 
retrouver ses amis de Paris et d’assister, en 1948, au Congrés 
du BCG qui a assuré le triomphe définitif de ce dernier. 

Avant de mourir il a eu deux autres grandes joies : en 1948- 
1949, il a été chargé de prendre la direction pendant quelques 
mois de |’Institut Pasteur d’Athénes que ses deux anciens maitres, 
le médecin général Arnaud et A. Calmette, avaient contribué 
a fonder et auquel il n’a jamais cessé de s’intéresser et il avait 
été tout récemment élu a |’Académie Nationale de Médecine de 
Paris comme correspondant étranger. 

Il avait regu en 1917, du gouvernement francais, la croix de 
Chevalier de la Légion d’honneur et la médaille des épidémies. 

Jean Valtis avait une droiture de caractére et une fidélité dans 
ses amitiés qu’il est bien rare de rencontrer. Le souvenir de cet 
ami de la France et de |’Institut Pasteur qui s’est efforcé pendant 
toute sa vie de défendre leur cause en Gréce sera précieusement 
conservé. Nous prions Madame J. Valtis d’agréer l’expression de 
notre profonde sympathie. 


JULES BRIDRE 


(1269-1950) 


Jules Bridré, docteur vétérinaire, Chef de Service honoraire a 
l'Institut Pasteur, vient de mourir a lage de 81 ans. 

Ancien éléve de l’école d’Alfort, J. Bridré a exercé la médecine 
vétérinaire au début de sa carriére en Normandie, son pays 
d’origine. Attiré par la microbiologie, 11 a suivi le cours de l’Ins- 
titut Pasteur pendant lhiver 1903-1904, dans le laboratoire du 
Dr A. Borrel, auprés duquel il a continué 4 travailler durant 
quelques années. 

C’était le moment ott Borrel effectuait ses recherches sur le 
cancer et les épithélioses. J. Bridré apporta son aide a son 
maitre dans étude de la greffe de Padénocarcinome de la souris 
et du sarcome du rat et dans l’étude de la clavelée. 

Jl exposa les résultats de ses recherches sur le cancer expéri- 
mental dans un mémoire paru en 1907 dans les Annales de I’Ins- 
titut Pasteur. 

Borrel avait préparé chez le mouton un sérum anticlaveleux 
qui, injecté a un animal de la méme espéce, lui conférait une 
protection transitoire vis-a-vis de la clavelée. J. Bridré fit des 
essais de ce sérum dans le midi de la France et en Tunisie ov 
il travailla au service de l’élevage. 

En 1910, il entra comme chef du service vétérinaire a |’ Institut 
Pasteur d’Algérie qui venait d’étre eréé a Alger sous la direction 
d’Albert Calmette et d’Edmond Sergent. Assisté de A. Boquet 
et de A. Lhéritier, il fut chargé de préparer le sérum  anticlave- 
leux dont ’emploi devait peu a peu se substituer & celui du virus 
claveleux dans la protection des troupeaux contre la clavelée, la 
clavelisation élant trop dangereuse. 

Mais la sérothérapie étant d’une application trop difficile et 
d'une efficacité trop éphémere, J. Bridré et A. Boquet mirent 
au point, en 1913, 4 l'Institut Pasteur d’Algérie, une méthode de 
vaccination par virus sensibilisé suivant la technique de Besredka, 
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méthode qui était caractérisée par son innocuité et son pouvoir 
immunisant élevé et durable. 

Depuis trente-sept ans, cette méthode a remplacé la clavelisa- 
tion dans la vaccination de plusieurs dizaines de millions de mou- 
tons en Afrique du Nord, en France, en Italie, en Espagne. Elle 
est devenue obligatoire pour tous les ovins exportés d’ Algérie 
en France. 

Les relations entre Ja vaccine et Ja clavelée ont retenu long- 
temps l’attention de J. Bridré et de A. Donatien. D’aprés leurs 
recherches il n’est pas possible d’obtenir une immunisation croisée 
entre ces deux virus, ce qui les différencie nettement l’un de 
Pautre. Cependant, une inoculation sévére de la vaccine confere 
au mouton non l’immunité mais une certaine résistance A l’égard 
de Vinfection. claveleuse. D’autre part, J. Bridré a précisé plus 
tard, par les réactions d’allergie, la parenté qui lie la clavelée 
a la vaccine. Il a constaté que des moutons immunisés contre la 
clavelée et réceptifs a la vaccine réagissent a l’épreuve d’allergic 
de Durand et Conseil, que celle-ci soit pratiquée au moyen d’un 
antigéne claveleux ou au moyen d’un antigéne vaccinal. Le méme 
fait existe chez les moutons immunisés contre la vaccine et récep- 
tifs a la clavelée. 

Continuant 4 Alger les recherches sur le cancer qu’il avait entre- 
prises dans le laboratoire de A. Borrel et qu’il avait poursuivies 
aussi a Tunis, J. Bridré a décrit un sarcome du foie du rat qui 
se développe autour du cysticerque du Tenia crassicollis. A l’ap- 
pui de la théorie de Borrel sur l’étiologie du cancer, J. Bridré 
pensait que les sarcomes du foie du rat peuvent étre inoculés par 
un virus apporté par les cysticerques. 

En 1917, Edmond Sergent et Roig avaient montré l’existence 
chez les moutons d’Algérie de l’agalaxie contagieuse qui provo- 
que dans les troupeaux de ce pays des épizooties assez meur- 
trieres. 

S’attachant six ans plus tard a l'étude de cette affection, J. Bri- 
dré et A. Donatien parvinrent 4 cultiver in vitro son virus dans 
un milieu contenant une proportion convenable de sérum. 

Grace A cette culture, ils purent voir et décrire le microbe 
spécifique de l’agalaxie contagieuse. Par sa morphologie et cer- 
iaines de ses propriétés biologiques, il a des caracleres communs 
avec le germe de Ja péripneumonie des bovidés. Avec A. Dona- 
tien et Hilbert, J. Bridré a obtenu des résultats remarquables en 
traitant les animaux atteints d’agalaxie par des injections sous- 
cutanées de stovarsolate de soude. 

Dans sa retraite, J. Bridré n’a pas cessé de s'intéresser aux 
questions de la clavelée et de la vaccine. Il a fait des essais de 
culture in vitro du virus claveleux. Avec C. Levaditi et M™ D. 
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Krassnoff, il a fixé par l’ultrafiltration les dimensions approxi- 
matives de ce virus et avec Bardach il a effectué des essais de 
sérothérapie antivaccinale et étudié la contagion de la stomatite 
aphteuse de l’animal 4 homme. 

J. Bridré était membre correspondant national de l Académie 
de Médecine depuis 1934. Ceux qui l’ont vu travailler savent avec 
quelle méthode et quelle minutie dans le détail il effectuait ses 
recherches. J. Bridré s’est montré digne du mailre qui l’a formé 
et pour lequel il a toujours conservé une profonde reconnaissance. 
L’eeuvre qu’il a accomphe avec A. Boquet en Algérie auprés 
d’Edmond Sergent ne sera pas oubliée. L’Institut Pasteur prie 
Madame J. Bridré d’agréer l’expression de sa bien vive sympathie. 


JOSEPH MESNARD 


(1886-1950) 


Né le 19 avril 1886, a Angers, le D* J. Mesnard, directeur 
honoraire de l'Institut Pasteur de Saigon, est mort le 13 sep- 
tembre 1950, terme d’une vie toute entiére vouée au labeur scien- 
tifique dans les pays d’outre-mer. 

A la fin de la guerre 1914-1918, Mesnard, attiré vers la micro- 
biologie, entre a l'Institut Pasteur, ot, dans, le laboratoire de 
Legroux, il se forme aux techniques bactériologiques et aux 
disciplines pasteuriennes. 

En 1920, le Gouvernement Persan ayant demandé la création 
d’un Institut Pasteur a Tchéran, M. Roux le désigne pour ce 
poste. Il ouvre d’abord un laboratoire, qui exécute tous les 
examens utiles 4 ’hygiéne publique, prépare le vaccin jennérien 
et le sérum anticharbonneux : il est alors nommé Président du 
Conseil Sanitaire du Royaume. En 1924, il obtient le terrain et 
les fonds nécessaires a la construction d’un Institut Pasteur dont 
il établit les plans. Devant les difficullés sans cesse grandissantes 
que suscite l’instabilité politique du pays, Mesnard, rentré en 
congé en France, renonce, en 1925, a retourner a Téhéran. 

M. Roux le désigne en 1926, pour |’Institut Pasteur de Hanoi, 
qui vient d’étre fondé; il en deviendra directeur en 1928 et en 
1930, aprés la mort de Louis Boéz, il est nommé directeur de 
l'Institut Pasteur de Saigon, poste qu’il occupera jusqu’en 1946. 
Ebranlé physiquement par un séjour ininterrompu de dix ans en 
Cochinchine, dont la dureté a été aggravée par l’occupation 
japonaise et les convulsions intérieures du pays, il décide de 
rentrer définitivement en France. Quatre ans 4 peine aprés son 
retour, est diagnostiqué le mal implacable qui devait le terrasser 
en quelques mois, a 64 ans. 

Durant cette longue vie de laboratoire, l’activité scientifique de 
Mesnard s’est exercée dans les domaines les plus divers. 

Des le début de sa carriére a l|’Institut Pasteur, 11 poursuit avec 
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Rosé des recherches qui établissent le processus intime du 
phénomene d’auto-digestion qui aboutit a Ja production du 
Nuoc-Mam. 

Au Tonkin, avec Bablet, il réalise la stérilisation de J’eau 
distribuée a la ville de Hanoi et 4 quelques gros centres urbains, 
premier jalon d'une vaste organisation future; il étudie le 
choléra, la mélioidose, dont il identifie le premier cas dans le 
pays, les mycoses cutanées, si fréquentes, et surtout le typhus 
exanthématique. La présence de cette affection en Indochine avait 
déja été suspectée, en particulier en 1908, par Yersin et Vassal, 
mais jamais, jusqu’en 1926, la preuve de son identité n’avait été 
faite. C’est 4 Mesnard qu’en reviendra le mérite. Appelé a étudier 
une épidémie fébrile 4 la prison de Hanoi, il montre, par les 
inoculations aux cobayes et le séro-diagnostic de Weil-Félix, 
qu'il s’agit de cas de typhus exanthématique authentiques. Au 
cours des années qui suivent, il poursuit ses investigations dans 
tout le Tonkin et dresse la carte des foyers d’endémicité dans les 
diverses provinces. 

Nommé a Saigon, il oriente son activité vers la malariologie. Il 
poursuit des recherches sur la réceptivité naturelle a l’infection 
par Vhématozoaire, et les habitudes trophiques des anophélines 
de la Cochinchine ; il étudie en méme temps l’endémie palustre 
dans ses multiples aspects, parcourant les régions les plus 
malsaines de la Cochinchine, des Hauts-Plateaux et du Cambodge. 
Autorités locales et planteurs trouvent en lui un conseiller 
précieux dans la lutte contre l’endémie palustre. 

Erpétologiste averti, il constitue 4 l'Institut Pasteur une trés 
belle collection des serpents de 1’ Indochine. 

Malgré sa grande modestie, Mesnard s’était acquis en Indo- 
chine une place de premier plan et, par sa haute valeur profes- 
sionnelle, sa courtoisie, ses qualités morales, s’était attiré l’estime 
et la sympathie de tous, Européens comme Indochinois ; ses colla- 


borateurs et ses amis ont ressenti douloureusement la nouvelle de 
sa mort. 


CULTURE DU SP/ROCHATA DUTTONI 
DANS L’CEUF FECONDE DE POULE 


par C. LEVADITI, A. VAISMAN et H. CHAIGNEAU *. 


(Unstitut Alfred-Fournier, 
Institut d’Hygiéne et Caisse nationale de la Sécurité sociale.) 


Il semble prouvé que le Treponema pallidum contenu dans des 
fragments de syphilome de lapin soit incapable de pulluler ct 
conserver son pouvoir pathogéne lorsqu’on l’inocule dans la 
membrane allantoide de l’ceuf incubé de poule (Bessemans ect 
Meirsman [4], Sterzi et Standacker [2], Wile et Snow [8], Wile 
et Johnson [4], Rowe et Curtis [5], nous-mémes). En réalité, des 
spirochétes, soit doués de mobuilité, soit immobiles, pathogénes 
ou non, ont été décelés pendant un temps variant entre vingt- 
quatre heures et plusieurs jours, et cela, généralement, au sein 
du greffon testiculaire placé au contact méme de la membrane. 
Aucune trace de pullulation proprement dite rappelant celle 
obtenue par Borrel [6], le premier chercheur qui eut l’idée de 
contaminer des ceufs fécondés de poule avec des agents infectieux, 
tel le Spirochaeta gallinarum (Cf. également C. Levaditi [7)). 

Ayant répété a nouveau des essais déja entrepris avec le Tre- 
ponema pallidum et enregistré les mémes résultats négalifs (en 
dépit de nouvelles variantes : telle l’adjonction de sérum de lapin, 
d’extraits testiculaires ou névraxiques, d’hyaluronidase), nous 
nous sommes adressés 4 un autre spirille, le Spirochaeta duttont. 

Or, dés 1939, Chabaud [8] a publié des expériences parfaite- 
ment conduites, dont les résultats concordent avec les ndtres. En 
effet, selon cet auteur, le S. duttoni se multiplie aisément dans 
lembryon de poulet. Il y apparait dés Ja quatre-vingt-sixiéme 
heure, y pullule abondamment vers le cinquiéme jour et déter- 
mine la mort de cet embryon avant le huitiéme jour. On l’y 
décéle a l’état isolé, ou sous forme d’agglomérats, « noeuds inex- 
tricables repoussant les hématies environnantes ». lait impor- 
tant : ce méme S. duttoni, inoculé A des poussins ou a des poules 
adultes, ne provoque pas de spirillose décelable. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 octobre 1950. 
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RECHERCHES PERSONNELLES. 


Tecunigur. — Des ceufs, incubés depuis huit a dix jours a 40°, sont 
inoculés (technique habituelle) avec 0,5 cm? de sang de souris riche 
en spirilles, préalablement dilué (1 : 10) avec de l’eau salée isotonique, 
et maintenus A 87° (1). Les ceufs sont ouverts les cinquiéme, sixiéme, 
septiéme, huitiéme et quinziéme jours apres l’inoculation. Examen des 
frottis de membrane allantoide 4 l’ultramicroscope et aprés imprégna- 
tion argentique et coloration au Giemsa, ainsi que de ceux préparés 
avec le foie embryonnaire. Par ailleurs, les membranes, de méme que 
les embryons, sont fixés au formol 4 10 p. 100 et servent a faire des 
coupes histologiques (paraffine), que l’on colore d’une part a |’héma- 
téine-éosine (lésions), d’autre part par la méthode d’imprégnation 4 
Vargent de Dieterlé (2). Tout ceci pour les primo-inoculations. Méme 
technique lors des passages consécutifs effectués d’ceuf A ceuf, les 
émulsions de membrane et de foie servant d’ « inoculum ». 


I. — R&suLTATS BIOLOGIQUES ET HISTOLOGIQUES. 


1° Primo-inocutation (v. tableau I). — Un total de 17 primo- 
inoculations a été effectué. L’ouverture des ceufs infectés a eu heu 
les cinquieme, sixiéme, septiéme, huiticme et quinziéme jours. 
Tous les embryons, exceplé ceux ouverts a cette derniére date. 
étaient vivants. 

a) Frottis de membrane et de foie. — Présence de_ spirilles 
dans la membrane : 94 p. 100 des cas ; dans le foie : 73 p. 100. 
Done infection presque constante. L’examen a lultramicroscope 
a révélé la présence de spirilles vivants et mobiles dans les mem- 
branes des ceufs ouverts entre six et huit jours ; seuls ceux exa- 
minés le quinzi¢éme jour étaient immobiles (il s’agissait, dans ce 
cas, d’embryons morts avant l’éclosion). 

b) Examens histologiques. — Nous indiquons la fréquence des 
spirilles sur les coupes imprégnées a l’argent, nous réservant de 
revenir sur les particularités des lésions, sur leurs rapports avec 
les parasites, ainsi que sur l’état de ces derniers. 


Membrane (8) : Spirilles (entre +—, + et ++++) dans 
94 p. 100 des cas; 

Foie : Spirilles (entre + -—-— et + +++) dans 87 p. 100 des 
cas ; 


(1) Nous avons baissé la température de l’incubation aussitét aprés 
l’ensemencement, en suivant l’exemple de la culture de divers ultra- 
virus dans l’ceuf incubé. 

(2) Cette imprégnation a été effectuée par notre aide-technique, 
M™e Dunoyer. 

(3) Les annotations +——, +—, +, +++ ect +++4 indiquent 
le nombre de spirilles présents. 
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Rate : Spirilles (entre 4 et ++++) dans 85 p. 100 des 
cas ; 


Ceur : Spirilles (entre + — et ++++) dans 83 p. 100 des 
cas ; 


Cerveau ef méninges : Spirilles (+ +++) dans 12 p. 100 des 
cas. 


Conciusions. — L’ensemble des constatations résumées dans 
le tableau I montre que dans toutes les primo-inoculations, la 
contamination des ceufs incubés et maintenus a 37° a fourni des 
résultats positifs. Soit sur des frottis imprégnés a l’argent, soit 
sur des coupes d’organes d’embryons, une pullulation des spi- 
rilles dans la membrane allantoide et dans les divers systémes 
lissulaires (foie, rate et cceur), de méme que dans le sang circu- 
lant de Pembryon, a été constatée. Seule la spirillose névraxique 
(cerveau) a fait exception a cette régle. Il apparait, par ailleurs, 
que l’intensité de cette spirochétose a semblé s’accroitre propor- 
tionnellement au temps écoulé entre le moment de la contami- 
nation et ouverture des ceufs. Ajoutons que, généralement, des 
embryons examinés huit jours aprés cetle contamination étaient 
encore vivants. 

Premier passage (v. tableau II). — Six premiers transferts ont 
été effectués. Les membranes et les embryons, soumis a l’examen 
les sixiéme et huiticme jours aprés l’inoculation, sont apparus 
contaminés 4 des degrés divers. 


Deuxiéme passage (v. tableau II). — Un seul second transfert 
s'est comporté comme le premier. 
Troisiéme passage (v. tableau II). — Quatre transferts ont été 


réalisés, les ceufs étant ouverts six et onze jours apres |’inocu- 
lation. Effets comparables aux précédents. 

Quatriéme passage (v. tableau II). — Ce dernier passage 
concerne deux embryons morts examinés le septiéme jour. Spiril- 
lose manifeste chez tous deux, mais spirochétes immobiles a 
Vultramicroscope. 


ConcLustons. — Quatre passages consécutifs ont révélé la 
constance de transferts de Vinfection spirochétienne provoquée 
par Vinoculation du Sp. duttoni dans Voeuf fécondé de poule. 
A remarquer que la spirochétose névraxique a été plus fréquente 
lors des deux derniéres inoculations en série. 


Il. — CaRrACTERES DE LA SPIRILLOSE TISSULAIRE 
CHEZ L’ EMBRYON. 


Nous examinerons les caractéres lésionnels, la teneur en spl- 
rilles, leur répartition en rapport-avec les éléments cellulaires 
constitutifs, ainsi que la morphologie des parasites présents dans 
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la membrane allantoide et les organes (foie, rale, coeur, ence- 
phale) de l’embryon. Notre attention a été surtout atlirée par les 
altérations que subissent les spirilles, principalement dans certains 
tissus (tels le foie et la rate), altérations qui traduisent des phases 
successives d’un cycle involulif [transformation en pelotes, boucles 


Fic. 4. — OEuf 126, ouvert huit jours aprés la contamination. Embryon vivant. 
Coupe de membrane chorio-allantoide. Epaississement de la couche épithéliale. 
Nombreux spirilles & la surface de cette couche et dissémination des para- 
sites entre les éléments épithéliaux. Nombreux spirilles, dont quelques-uns 
en voie d’involution, dans la couche mésodermique sous-jacente. Dieterle. 
Gross. : X 1 000. (Cette microphotographie et les suivantes ont été exécutées 
par M. Mangini [%&], de ’'Institut du Cancer). 


et granulations argentophiles, ces derniéres destinées a régé- 
nérer des spirilles ondulés typiques]. 

1° Membrane allantoide. — la principale lésion intéresse 
Pépithélium de recouvrement, lequel s’épaissit visiblement, se 
vacuolise et se recouvre d’une exsudation séro-fibrineuse. Des 
spirilles typiques, présents dans cette exsudation, s’insinuent aussi 
entre les cellules épithéliales et s’agglutinent dans des vacuoles 
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intercellulaires, Nulle inflammation décelable dans les couches 
mésodermiques sous-jacentes, mais apparition de nombreuses 
boucles, pelotes et granulations argyrophiles au niveau des épl- 
théliums, ainsi que dans ces couches mésodermiques. 

ae ailleurs, les vaisseaux sanguins renferment soit des spi- 
rilles ondulés, soit les. formes involutives décrites ci-dessus 
(ve. fig. 1); 

2° Foie. — Les gros vaisseaux et les capillaires qui séparent 


Fic. 2. — Okuf 156, ouvert onze jours aprés la contamination. Embryon mort. 
Coupe de fote. Présence de nombreux spirilles dans un vaisseau et son entou- 
rage. Formes involutives. Dieterle. Gross. : X 1 000. 


les trabécules hépatiques contiennent un nombre variable de spi- 
rilles typiques (v. fig. 2). Ceux-ci s’infiltrent entre les éléments 
nobles, autour desquels ils forment parfois de véritables réseaux 
denses. (a et la on décéle des parasites inclus dans le cyloplasme 
de ces éléments (4) [v. fig. 3]. Tout ceci pour aboutir 4 un enva- 


(4) Des constatations analogues ont été faites par C. Levaditi (ces 
Annales, 1906, 20, 41) dans le foie des rejetons hérédo-syphilitiques. 


16 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


hissement parasitaire total du foie (v. fig. 4). Dans certains cas, 
le nombre des formes involulives est impressionnant. Elles abon- 
dent non seulement dans les capillaires, mais encore au contact 
méme des éléments hépatiques, ou a Vintérieur du cytoplasme 
des cellules de Kuppfer. 

3° Rate. — En général, la rate offre le méme aspect que le 


Fic. 3. — Oku, 175, ouvert quinze jours aprés linoculation. Embryon 
mort. Coupe de foie. Trés nombreux spirilles, dont quelques-uns se sont 
insinués parmi les cellules hépatiques. Formes involutives (boucles). Dieterle. 
Gross. : X 1 000. 


foie : présence de spirilles dans les vaisseaux et les capillaires, 
abondance de formes involutives dans les interstices qui séparent 
les cellules spléniques, apparition des mémes formes dans le pro- 
toplasme de ces cellules. De véritables paquets de parasites, plus 
ou moins dégénérés, sont inclus dans ce protoplasme (v. fig. 5). 

4° Coeur. — Les gros vaisseaux renferment habituellement de 
tres nombreux spirilles ondulés, qu’accompagnent des formes 
involutives caractéristiques. Les parasites s’insinuent également 
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entre les cellules du myocarde (v. fig. 6), sans doute entrainés 
par la circulation sanguine capillaire. 

5° Cerveau. — Lorsque, ce qui est assez rare (v. tableau II, 
troisiéme et quatriéme passages), il a été possible de déceler une 
spirillose encéphalique, celle-ci s’est traduite par la présence de 


Fie. 4. — OEuf 177, ouvert quinze jours aprés Vinoculation. Embryon mort. 
Coupe de fore. Trés nombreux spirilles dans le parenchyme hépatique. Formes 
involutives (boucles et granules). Dieterle. Gross. : x 4 000. 


1 i i j Ap A antaic Arey ells 
spirilles dans les capillaires de la pie-mere, et, parfois, dans le 
parenchyme cér¢ébral lui-méme. 


Conciusion. — Une spirillose, parfois des plus intenses, appa- 
rait dans la membrane allantoide, manifestement Iésée, et surtout 
dans le foie et la rate. Des liaisons intimes rattachent les para- 
sites aux éléments cellulaires des tissus contaminés. Leur péné- 
tration dans le cytoplasme de ces éléments est hors conteste, ce 
qui n’est pas sans offrir une certaine analogie avec ce qui a élé 
constaté, dés 1905, par C. Levaditi dans le foie des rejetons 
hérédo-syphilitiques. Mais ce qui frappe, de toute évidence, c'est 
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la fréquence des formes atypiques (pelotes, boucles, grains argy- 
rophiles) dans l’ensemble des organes examinés. 

Expression d’un cycle involutif, dont l’accomplissement final 
s’achéve, dans certaines conditions, par la transformation des 
granulations argentophiles, presque infra-microscopiques, en 
spirilles ondulés, de telles modifications morphologiques offrent 


Fic. 5. — Okuf 165, ouvert six jours aprés la contamination. Embryon vivant. 
Coupe de rate. Spirilles disséminés entre les cellules spléniques, Parmi ces 
cellules, de nombreux éléments contiennent des parasites agglomérés sous 
forme d’amas argyrophiliques. Formes involutives. Dieterle. Gross. : X 1 000. 


une porlée générale. Elles ont été, en effet, constatées souvent 
chez d’autres spirilles (Spirochaeta gallinarum) et spirochétes 
(Treponema pallidum). Or, il apparait éminemment intéressant 
de constater qu’un tel cycle se produit également dans lceuf 
incubé de poule, contaminé par le Spirochaeta dultoni (5). 


(5) Rappelons que sclon C. Levaditi et Manouélian (ces Annales, 
1907, 24, 295), de telles formes involutives en boucles ont été signalées, 
dans des conditions différentes, avec le méme Sp. duttoni. 
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Ajoutons que le Spirochaeta duttoni, inoculé a de jeunes 
poussins, ou a des poules adultes, ne réussit ni a s’y multiplier, 
ni a y déterminer des troubles morbides, ainsi au’il résulte de 
Vexpérience suivante : j 


Poule I, — Inoculation intramusculaire de 1 cm* de sang de souris 


Fic. 6. — OKuf 177, ouvert le quinziéme jour. Embryon mort. Coupe de myo- 
carde Nombreux spirilles enter les cellules musculaires. Ca et la des formes 
involutives. Dieterle. Gross. : & 41 0UU. 


richement infecté. Absence de spirilles dans le sang pendant dix- 
sept jours. Les deuxiéme, quatriéme et septiéme jours, inoculation de 
sang a des souris. Résultats négatifs. 

Poussin I (Agé d’une semaine). — Inoculation intrapéritonéale de 
sang de souris richement infecté. Nulle trace de spirillose, ni a l’ultra- 
microscope, ni par transfert & des souris. Sacrifié le douziéme jour. 
Absence de virulence du cerveau, du foie et de la rate. 

Poussin II (Agé de douze jours). — Mémes résultats. 
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Ces données confirment les constatations antérieures de 
Chabaud (loc. cit.). Elles sont 4 rapprocher de celles mises en 
lumiére par les essais récents de Dalldorf et Sickles [9], concer- 
nant le virus Coxsackie, lequel est encéphalitogéne pour de jeunes 
souris de trois a quatre jours et inoffensif pour d’autres souris 
plus A4gées ou adultes. 


CONCLUSIONS GENERALES. 


L’inoculalion du Spirochaeta duttoni dans l’auf incubé de 
poule déclenche une spirillose intense de la membrane allantoide 
et de Vembryon, Uinfection étant susceptible d’étre transférée 
d’ceuf & ceuf pendant au moins quatre passages conséculifs. 
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ESSAIS DE DOSAGE DES ANTIGENES SOMATIQUES 
AU SEIN DE S. 7YPH/ 


I. — DOSAGE DE L’ANTIGENE O 
DANS LES MICROBES DE LA SOUCHE O 901 


par Anne-Marim STAUB et Renézr COMBES (*). 


(Institut Pasteur. Service des Vaccins.) 


INTRODUCTION. 


Depuis la découverte de l’antigeéne somatique de S. typhi (par 
Boivin et Mesrobeanu [2] d’une part, et Raestrick et Topley [44] 
d’autre part), de nombreuses expériences ont apporté la preuve 
du réle certain qu’il joue dans la vaccination antityphoidique, sous 
ses deux formes O et Vi [45]. On concoit alors que, pour l’obten- 
tion d’un vaccin capable de provoquer la protection maximum 
chez l’organisme auquel il est injecté, on cherche a s’assurer que 
les souches utilisées contiennent le maximum de ces antigénes ; 
jusqu’a présent, néanmoins, peu d’auteurs se sont attachés a l’étude 
d’un réel dosage de l’antigéne dans les bacilles. Boivin et ses colla- 
borateurs [4], seuls a notre connaissance, ont abordé le probleme. 
Ils ont proposé aprés extraction des antigénes somatiques par 
Vacide trichloracétique, un dosage immunologique de chacun 
d’entre eux dans le mélange au moyen d’antisérums spécifiques O 
et Vi. Ce sont ces premiers résultats que nous nous sommes pro- 
posé de reproduire et de perfectionner, grace a la technique quan- 
titative introduite par Heidelberger [8] dans le dosage des préci- 
pités spécifiques. Il s’agissait, en somme, d’avoir en main une 
méthode de dosage qui soit quantitative, c’est-a-dire qui permette 
d’extraire la totalité de ces antigénes, et qui soit fidéle, c’est-a-dire 
qui donne les mémes résultats lorsque l’on travaille avec la méme 
souche, dans les mémes conditions. Pour simplifier le probléme, 
nous avons d’abord, volontairement, travaillé avec une souche ne 
contenant pas d’antigéne Vi, la souche O 901 ; nous avons done 
essayé de lui appliquer la méthode préconisée par Boivin et ses 
collaborateurs : digestion préalable des bacilles par la trypsine, 
puis, extraction de l’antigene somatique par Vacide trichlora- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 octobre 1950. 


be 
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célique, enfin, étude quantitative des précipités spécifiques obtenus 
avec cet antigéne et un sérum anti O ne contenant pas d’anticorps 
anti Vi. Pour que la méthode soit utilisable, il fallait que deux 
extractions de la méme souche nous fournissent deux anti- 
génes O identiques au point de vue immunologique, c’est-a-dire 
dont le méme poids sec précipite la méme quantité d’ant:corps 
d’un méme antisérum. Tous nos efforts dans cette voie ayant 
échoué, nous avons alors pensé utiliser comme base de référence, 
une fraction plus simple de l’antigéne somatique O, a savoir le 
haptéene polyosidique. Ce sont ces échecs et les résultats encou- 
rageants obtenus en utilisant le dosage immunochimique par le 
polyoside, que nous rapporterons dans ce premier imémoire. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


Soucne. — Souche internationale O 901 conservée en gélose 
profonde de Felix [4] & la température du laboratoire. Avant 
chaque ensemencement la souche est « entrainée » par 3 passages : 
sur gélose, en bouillon, et finalement sur gélose, d’ot l’on isole 
une colonie typiquement S pour ensemencer le bouillon qui 
servira de semence pour la culture finale. 


CULTURES MICROBIENNES. — Sur gélose : en boites de Roux 
pendant quinze a dix-huit heures. Récolte de chaque boite dans 
environ 15 cm’ d’une solution de NaCl a 0,9 p. 100 (solution +). 

En bouillon : culture dans les fioles de « Fernbach » de 1 litre 
bouchées au coton, contenant 500 cm* d’un méme bouillon de 
viande (peptoné a 10 p. 1 000 et amené a4 pH 7,5), agitées pendant 
dix-huit heures en atmosphére ordinaire 8 raison de 1 révolution 
aller-retour par seconde, l’ensemencement c¢tant fait au moyen 
de X gouttes d’une culture en bouillon de einq a six heures. 
Aprés centrifugation, tous les corps microbiens sont lavés deux 
fois dans la solution o. 


ANTIGENES MICROBIENS. — 1° Antigéne somatique O de Boivin 
(Tre). — Nous l’avons préparé d’aprés la méthode de Boivin 
telle que V’a décrite Mesrobeanu [13] dans sa thése ; les microbes 
convenablement lavés par la solution (2 lavages) sont pesés 
humides, puis mis en suspension dans de Veau distillée glacée, a 
raison de 1 cm* pour 200 mg de germes. On ajoute alors un 
wc égal d’acide trichloracétique N/2 glacé. Aprés un séjour de 
trois heures a la glaciére (+ 4°), on centrifuge sans précautions de 
température ; le surnageant opalescent est alors refroidi A 0° et 
versé goutte & goulte dans 2 volumes d’alcool éthyhque absolu 
refroidi & — 10°, en sorte que la température reste voisine de 
— 4°. Aprés une nuit & — 4°. on centrifuge a cette température 
puis le précipité est dissous dans de l’eau distillée glacée (1/5 du 
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volume d’eau dans lequel les germes furent mis en suspension). 
On dialyse ensuite la solution dans un sac en cellophane soil 
contre de eau courante puis de l’eau distillée a la chambre froide. 
soit directement contre ]’eau distillée pendant quatre a cing jours. 

2° Polyoside. — Hydrolyse de l’antigéne somatique. — Nous 
avons suivi la technique donnée par Mesrobeanu : hydrolyse en 
milieu faiblement acide (5 em? CH,CooH,N dans 100 cm*® de 
solution pendant une heure au bain-marie a 100°), puis préci- 
pitation par 4 volumes d’alcool éthylique absolu, dissolution du 
précipité dans un faible volume d’eau distillée et nouvelle préci- 
pitation par 4 volumes d’alcool ou 5 volumes d’acétone ; lavage 
‘du précipité par l’acétone et dessiccation sous vide sur P,O,. 

Hydrolyse directe des germes. — C’est la technique de Bruce 
White, utilisée par Freeman [5] et perfectionnée par lui pour la 
purification du polyoside. Nous sommes parties de germes 
humides et nous avons utilisé les concentrations données par 
Hornus et Grabar [411]. Nous avons donc mis en suspension dans 
15 em* d’eau distillée, Ja récolte d’une- boite de Roux lavée 
deux fois dans la solution ¢. La suspension, additionnée de 
CH,CooH,N en quantité telle que la solution soit finalement N/5 
est laissée deux heures au bain-marie bouillant, sous réfrigérant 
vertical. Aprés refroidissement et centrifugation, le surnageant 
concentré sous vide 4 50° au 1/8 de son volume est additionné de 
son volume d’alcool éthylique absolu. Aprés centrifugation ct 
addition au surnageant de 5 autres volumes d’alcool, il se forme 
un précipité qui est redissous dans un volume moindre d’eau 
distillée ; la fraction insoluble est éliminée et les deux précipi- 
tations alcooliques recommencées cing fois, en maintenant tou- 
jours l’alcool en contact avec la solution pendant plusieurs heures 
a’ +4° avant de centrifuger les précipités qui se forment. Aprés 
la sixiéme opération, le précipité de polyoside grandement 
purifié est redissous dans l’eau distillée ; la solution est pesée et 
le polyoside est précipité par de l’acide acétique glacial dont 
la concentration doit alteindre 94 p. 100 en poids. L’opération 
est répétée trois fois. Aprés quoi l’acide acétique est éliminé par 
deux précipitations alcooliques finales du polyoside (6, volumes), 
lavage du précipité par l’alcool absolu et |’éther, puis dessiccation 
sous vide en présence de P,O;. 

La poudre blanche obtenue est totalement soluble dans leau. 


Strums. — 1° Antimicrobien de cheval, n° 834 (1). — Ce cheval 


nous avait servi primitivement A préparer un sérum anti H. Hl 
avait done recu une série d’injections de suspensions de Ja 


. 


(1) Nous tenons 4 remercier ici M. R. Lamy qui a bien voulu se 
charger de la préparation de ce sérum. 
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souche H 901 et le titre de son sérum en agglutinines O était de 
1/3 200 quand nous avons commencé a Vinjecter avec la 
souche O901. Il recut alors 8 injections intraveimeuses de 
20 cm*® d’une suspension de bacilles O 901 tués par chaulfage de 
une heure au bain-marie 4 100°, suivant le protocole suivant 


PSHIUN I UIC TERR Ge oobiiee G5 doc od 2 4 milliards de germes. 
6.mans: 1950) 5.0 5 ce Spice Reekee cee 8 — — 
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Au cours de V’immunisation, le taux des agglulinines O attei- 
emit 1/6400, aprés la 38° injection, et s’y maintint jusqu’a la 
saignée finale qui eut leu le 4 avril 1950. A ce moment, le titre 
du sérum en agglutinines H était de 1/25 000. C’est cette saignée 
qui nous a fourni le sérum utilisé dans nos essais quantitatifs. 

2° Sérums anti-O de lapin. — a) ordinaire : 6 lapins ont recu 
2 a 4 injections de Tre par semaine, alternativement sous-cutanées 
et imtraveineuses A des doses croissant progressivement de 
6,01 mg a 0,2 mg, pendant trois semaines. La saignée a eu lieu 
huit jours aprés la derniére injection et tous les sérums ont été 
mélangés. 

b) avee alun : 6 lapins recoivent alternativement par voile intra- 
veineuse et sous-cutanée : les deux premiéres semaines, 2 injec- 
tions par semaine de Tre (0,01 mg et 0,02 mg), puis pendant 
trois autres semaines, 4 injections par semaine du méme Tre 
additionné d’alumine, en augmentant les doses jusqu’a 0,4 mg 
et en se maintenant & ce niveau. L’adjonction d’alumine se fait 
avant chaque injection, de la facon suivante : & 1 cm’ d’une solu- 
tion aqueuse stérile d’alun ammoniacal au 1/100, on ajoute stéri- 
lement la quantité de Tre désirée, contenue dans 8,4 cm* de 
solution g, puis 0,6 cm* de NaOH N/10 autoclavée. Il se forme 
dans ces conditions un fin précipité d’alumine qui adsorbe en 
partic Vantigéne, 


Tecuniguges. — 1° Recherche de I équivalence. A un volume 
constant du sérum, on ajoule des quantités variables d’antigéne 
dissoutes dans un volume constant de solutiong. On laisse 
quarante-huit heures a la glaciére (+ 4°) et Pon centrifuge a cette 
température. On sépare alors les surnageants en 2 fractions 
égales, ot la présence d’anticorps et d’antigéne est décelée au 
moyen de l’épreuve du disque (ring test). Dans le cas d’un 
antigone, les tubes se partagent en 3 lots : excés d’anticorps : 
apparition d'un disque avec l’antigéne et pas avec le sérum ; 
exces Wantigene : apparition dun disque avec le sérum et pas 
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avec l’antigene ; équivalence : pas de disque, ni avec lantigéne, 
mi avec le sérum. 

2° Etude quantitative des précipités spécifiques. — C’est la 
méthode de Heidelberger, telle qu'elle est décrite en particulier 
par Grabar [6] : précipitation d’un volume constant de sérum 
(1 em® ou 0,5 cm*) par des quantités variables d’antigéne dans 
un velume constant de solution 9, tel que le volume total ne 
dépasse pas 3,5 cm®* ; aprés séjour de quarante-huit heures a +4°, 
centrifugation, lavages (deux fois) des précipités par 2 cm? de 
solution 9 4 celle température, puis dosage de l’azote des préci- 
pités. Les courbes sont alors tracées en portant en ordonnées la 
teneur en azote des précipilés et en abcisses les quantités d’anli- 
gene ajoutées au sérum. 

3° Dosages d’azote. —- Nous avons utilisé la méthode de micro 
Kjeldahl. Le distillat était recueilli dans 5 cm’ d’une solution 
aqueuse a 2 p. 100 d’acide borique, additionnés de IV gouttes de 
la solution mixte de rouge de méthyl (R. M.) et de vert de bromo- 
crésol (V. B.) conseillée par Ma et Zuazaga [42] (5 volumes d’une 
solution alcoolique 4 0,1 p. 100 de V. B. pour 1 volume d’une 
solution alcoolique 4 0,1 p. 100 de R.M.). Le catalyseur utilisé 
pour les calcinations était une solution aqueuse saturée de SO,K, 
contenant 0,5 p. 100 de SO,Cu. 

4° Opacilté. — Celle-ci fut toujours mesurée dans un photométre 
de Meunier avec l’écran vert. Les résultats sont donnés soit sous 
forme de droite en portant en abcisses les concentrations des 
solutions et en ordonnées la graduation du tambour, soit en 
« opacité par milligramme », ceci représentant le nombre de 
divisions du tambour que fournirait une solution contenant 1 mg. 
de substance par centimetre cube, en soustrayant la valeur de 
Vopacité d’un témoin (solution ¢) de la lecture directe. Soit A le 
nombre de divisions donné par une solution contenant x mg. par 
centimétre cube, et T la valeur du témoin, lopacité par milli- 
eramme sera 

A—T 


x 


5° Poids secs. — Ceux-ci furent faits sur des volumes exacte- 
ment mesurés, évaporés dans des pése-filtres tarés, pendant vingl- 
quatre heures a 110°. 


R&SULTATS EXPERIMENTAUX. 
A. Duiversiri pes anticznes O (Fre) extraits de la méme 


souche O 901. — Les références utilisées au cours de cette étude 


furent — 
1° L’opacité de la solution contenant un poids connu d’anti- 


eéne ; 
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2° Le poids d’antigéne nécessaire pour précipiler a léquiva- 
lence une méme quantité de sérum anti-O (0,25 em* du sérum 
anti-O « ordinaire ») ; 

3° Le pourcentage d’azote. A 

Dans une expérience préliminaire, nous avons cherché si la 
précipitation alcoolique modifiait les propriétés de lantigene 
somatique Tre. Nous avons done préparé un premier lot, 
appelé Tre;, (Cf. Matériel), 4 partir de la récolte de 150 boites 
de Roux. Il a fourni 220 mg d’antigéne sous forme d’une solu- 
tion en contenant 2 mg par centimetre cube. A 5 cm’ de cette 


A 
80 
Mu 
S 
a 
4. 8&0 
12] 
B 
4 
2 
4 2 me 
Hig. 4. — Action de la précipilation alcoolique sur lopacité de l’antigéne O en 


solution aqueuse. X, Trem; ®, Trem (Treia precipité par Valcool); en 


ordonnées, chiftres lus au photométie; en abscisses, cuncentration des solu- 
tions. 


solution, on ajouta sans précautions de température 2 volumes 
d’alcool éthylique absolu; puis le précipité fut dissous dans 
5 cm*® d’eau distillée et dialysé (Trey,). Les deux droites A et B 
(fig. 1) montrent les différences d’opacilé présentées par les deux 
préparations Treia et Trep,. D’autre part, |’étude immunologique 
de ces deux extrails montra qu’il fallait 220 yg du premier et 
416 wg du second pour obtenir l’équivalence. La diversité des 
préparations était done notoire ; c’est ce qui nous incita a effec- 
tuer dorénavant les précipitations alcooliques a froid (Cf. Maté- 
riel), Malgré cette précaution, et bien qu’opérant toujours avec 
la méme technique, les résultats obtenus sont restés trés varia- 
bles d’une préparation A l’autre, aussi bien en se rapportant a 
lopacité des solutions (fig. 2 et tableau I, col. 3), qu’en consi- 
dérant les résultats immunclogiques (tableau I, col. 5). 
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Tasteau 1. — Propriétés des diverses préparations dantigéne O. 


POIDS SECS : 
EXTRAITS par cms |OPACITE (2) 


: IMMUNOLOGIE 
(mg) (mg) 


Wan Soe a e 5 L CN =<e 80s 
dig Bie atc : ADE) 2-8 L <ht) 
ate 3 9,7 ¢ < 90 


10,5 = 40 
12,5 5 120 
13,2 ug 78 

15 


410 | 


Digérés 


OAS os 


PNone (eG: 5 AO ae 2D 
digérés (96. .] 2,3 usc E < AY 


A . E, quantité d'anligéne nécessaire pour étre exactement 4 l'équivalence. avec 0,25 cm® 
d’un méme sérum. Les deux chiflres qui l'encadrent sont deux tubes ov |’on note un 
exces de sérum (4 gauche) ou un excés d’antigene (4 droite). 

(2. Voir t-cuniques. 


‘i 
iso 
| Se 
1oot 
“wd 17 
be 
G r 
< 
a ee 
oe 
7 2 3 ee fe) 
Fic. 2. — Opacité des solutions aqueuses des diverses préparations de l’anti- 


gene somatique O (Tre). Ordonnées, lecture au photometre; abscisses, con- 
centrations des sulutions. Chaque droite se rapporte & une préparation danti- 
gene O. 


Pour qu’on ne puisse pas incriminer les milieux de culture 
différents (les préparations de bouillon pouvant varier d’une 
culture a l’autre), nous avons procédé le méme jour a I’extrac- 
tion des microbes provenant de deux lots de 20 hboites contenant 
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le méme bouillon. Les résultats consignés dans le tableau I (9 a, 
9 b) montrent que, méme alors, les deux extraits ne furent pas 
identiques. 

Enfin, dans l’espoir d’obtenir des résultats plus constants, et 
parce que Boivin et Mesrobeanu [3] ont montré que l’extraction 
du Tre n’était totale qu’aprés action de la trypsine, nous avons 
soumis quelques suspensions microbiennes a [action de cet 
enzyme suivant le mode opératoire préconisé par ces auteurs, a 
savoir : 15 g. de germes humides sont mis en suspension dans 
75 cm® de tampon Sérensen : glycocolle-NaOH a pH 8,5, on 
ajoute 60 mg. (0,4 p. 100 du poids des germes humides) de tryp- 
sine commerciale (Merck), puis on laisse 4 37° sous toluéne pen- 
dant huit jours en maintenant le pH constant a Vaide d’additions 
de NaOH normale. 

Nous avons ensuite extrait le Tre de ce produit digéré, amené 
i pH 7 par addition de HCl, N, suivant la technique habituelle. 
Les résultats obtenus, consignés dans le tableau I sous la déno- 
mination « digérés » montrent : 1° que les résultats sont aussi 
variables que sans digestion; 2° que contrairement a toute 
attente, la teneur en N de ces extraits est plus forte que celle des 
extraits provenant de microbes non digérés. 


B. PoLyosipE OBTENU A PARTIR DE L’HYDROLYSAT DE L’ ANTIGENE 
soMATIQUE (Tre). — Nous avons utilisé volontairement des pré- 
parations de Trc nettement différentes, tant par leur teneur en 
azote que par leur opacité et leurs propriétés immunologiques. 
Les résultats consignés dans le tableau II montrent qu’a part la 
premiére préparation de polyoside, dont la teneur en azote est 


Tasteau Il. — Propriétés des diverses préparations de polyoside 
extraites de l’antigéne somatique. 


ANTIGENE DE DEPART POLYOSIDE 


Opacité Immunologie Tmmunologie (2) | Numéro 


TrC2 9,7} 80 up E< 90 pe 
TrC3 12,8] 60 ue<E< 10 ug 6 ue <E<8 pg 


8,4 77 pgs E< 88 pg 4ug<E<6 yg 


Tre 8 18,5  |100 ng <E< 110 pg 4ug<E< 


(1). Mélange des deux préparations Tre2 et Trc3. 
(2). Voir note tableau I. 
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plus faible, les trois autres sont remarquablement idenliques sur 
ce point. Quant aux résultats immunologiques, ils portent sur de 
trop faibles chiffres pour étre vraiment significatifs ; c’est ce qui 
nous incita a préparer un sérum plus riche en anticorps antipo- 
lyosidiques. Nous y parvinmes en adsorbant sur un précipité 
d’alumine le TrC utilisé comme antigéne (voir technique « sérum 
alun »). Ce dernier sérum nous a permis de faire, non seulement 
une étude précise du point d’équivalence, mais une étude quan- 


‘ 


IPITE SPECIFIQUE 


200 


¥I DAZOTE DU PREC 


9 PB b 
20 40 60 80 . 100 120 140 160 180 


Fic. 3 — Courbe de précipitation du sérum de lapin anti-O par deux prépara- 
tions de polyoside extrait de l'antigéne. P8a et P8b, préparations de polyo- 
side; X, points expérimentaux obtenus avec 1cm* de sérum et la préparation 
P8a; e, points expérimentaux obtenus avec 1 cm’ de sérum et la préparation 
PS8b; Y, point d’équivalence. 


titative du précipité spécifique (fig. 8). On voit, que si les points 
obtenus en utilisant les deux préparations P8a et P8&b se 
situent tous sur une méme courbe, ils ne le font qu’a condition 
de ne pas utiliser les mémes unités pour les deux préparations, 
ce qui revient a dire qu’elles contiennent toutes deux le méme 
polyoside, mais avec des impuretés en quantités différentes. 


C. PotyosipE PURIFIN EXTRAIT DES GERMES par Ja méthode mise 
au point par Freeman [5]. — Deux extraits Pwl et Pw, ont été 
préparés a partir de la récolte de 20 boites de Roux, suivant la 
technique décrite plus haut. Un troisiéme (Pw3), a été prépareé 
4 partir de la récolte de 200 boites, la suspension de microbes 
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élant répartic en quanlilés correspondant a 20 boites, pour 
Vhydrolyse. Aprés la concentration sous vide et la premiére pré- 
cipitation alcoolique, les 10 lots furent rassemblés et traités par 
la suite tous ensemble, 

Les 3 extraits Pwl, Pw2 et Pw3 se sont montrés absolument 
identiques, tant pour leur teneur en azote (remarquablement 
faible, mais pas nulle), que par leur activité immunolog: que 
(tableau III). La courbe de précipitation d’un méme immun- 


Tasirau Ill. — Propriétés des diverses préparations de polyoside 
obtenues a partir des germes. 
PREPARATION Np. 106 IMMUNOLOGIE 
PWil ay nc ae. Geel renee SO Oe 40 pg CE <50 ug 
PIWitrctk dh ice wc io oecte eee: mead 46 pe E46: ug 
PW3. 0,25 40 pg CE<5) pg 


sérum fanti-O de Japim (lableau IV et fig. 4) ou antimicrobien de 


Tarteau 1V. — Précipitation du sérum de lapin anti-O 
par les diverses preparations de polyoside. 


AZOTE DU PRECIPITE 


QUANTITES eS eee 
Ge palyestye PWt we PW3 
AD WO. Seoateeapaal Serena iis) coueomicn Mi aentNe 118 wg 421 pg 
AVEC RIM eon bo ow Beamer an peli etlAs 204 ug 210 pg 
OOMUS aris Fe teenie etnies «oh eran) tee Dom te 266 we 278 wg 


Les chiffres ne correspondent pas & ceux de la figure 4, cette expérience 


ayant été taite plus tard, alors que les précipitines du sérum s’étaient légére- 
ment modifiées. 


cheval (fig. 5 et tableau V)j est toujours la méme, quelle que soit 


Tasteau V. — Précipitation du sérum de cheval (ant: microbien) 
par les diverses préparations de polyoside. 
; AZOTR DU PRE: IPITE 
QUANTITES 
de polyoside SR ees Me 
PW t PW 2 PW3 
AST ae comin iri ny dickevd Gecko Pp ry 112 ug 9 us 
UE Riemer socly Gye A coke 5 WIRIE NU: 186 ug 46 ug 
SO TUS), "erve te, Biureteactea  oiinas fens men ora) ie Oo 212 pg 233 ug 
AND UTS s ieu #2: cy oe omar smamme TONS 259 ug 241 py 


Chiffres figurant sur la courbe 5. 


la préparation de polyos:de utilisée. Ainsi done, il est possible 
de déterminer la concentration en polyoside d’une solution, en 
la mélangeant & un sérum préalablement étalonné, et en dosant 
Vazote du précipité spécifique qui s’y forme. 
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"‘AZOTE DU PRECIPITE SPECIFIQUE 
a 
(e) 


100 
a) 
mn 
is ISS 
20 40 60 Xe) 100 
#9 POLYOSIDE 
Fic. 4. — Précipitation du sérum anti-O de | pin par diverses préparations de 


polvoside extrait ves germes. [. points expérimentnux obtenus avec la prépa- 
ration PW, et 1 em* de sérum; e, points expérimientaux obtenus avec la 
préparation PW, et 1 cm de sérum; y, point d équivalence. 


250 


al 
a St 
(vy x 
‘200 
a 
3 ye 
w Iso 
5 x 
nN 
a x 
ie heye) 
A os °o 

s i 

» 


— aa Y ——— “ a * — 4 EE 
1@) 5751015972077 25" 30) 359740) 45 's0' 55 
Ug DE POLYOS!IDE 


Fic. 5. — Précipitation du sérum antimicrobien de cheval par diverses prepa- 
rations de polyoside extiail des germes. X. points experimen aux oblenus 
avec 0.5 cm de sérum et la preparation PW: o. points expérimentaux obte- 
nis avec 0,5 ¢m? de sérum +t la préparation PW; +, points expérimentaux 
oblenus avec 0, 5«m° de sérum et la préparation PW,; Y, point d’équiva- 
lence. 
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D. DosaGE DU POLYOSIDE DANS LES EXTRAITS MICROBIENS. — Les 
résultats obtenus avec le polyoside purifié de S. fyphi nous per- 
mettaient d’établir une méthode de dosage immunochimique de 
ce polyoside dans les extraits bactériens, Goomblable a celle cou- 
ramment employée, par exemple, pour le polyoside pneumococ- 
cique [40], 4 condition toutefois que les antigénes microbiens, 
autres que le polyoside, présents dans |’extrait, soient suffisam- 
ment dégradés pour ne plus précipiter avec leurs anticorps homo- 
Jogues dans le sérum choisi comme étalon. Nous avons, dans ce 
but, utilisé comme extraits les différents stades de la préparation 
du polyoside : hydrolyse, puis précipitations alcooliques. Néan- 
moins, puisqu’il nous fallait garder la totalité du polyoside 
microbien, il ne pouvait étre question de précipitations fraction- 
nées qui laisseraient de coté une quantité faible, mais non négh- 
geable du polyoside. Nous avons donc opéré ‘de la fagon sui- 
vante 

Les bacilles recueillis soit sur gélose, soit par centrifugation 
(une culture en bouillon, convenablement lavés par une solu- 
lion de NaCl 4 0,9 p. 100 (2 lavages), sont mis en suspension de 
Ja fagon la plus homogéne possible dans de l’eau distillée (2). 
Les suspensions utilisées contenaient aux environs de 50 milliards 
de germes par centimétre cube (lecture de l’opacité au photo- 
métre Meunier), richesse généralement atteinte lorsqu’on récolte 
2 boites de Roux avec 35 cm’ de solution 9. 

Deux prélévements de 0,5 cm* servent au dosage de l’azote, 
puis on hydrolyse 30 cm® additionnés de 7,5 cm® d’acide acétique 
normal et maintenus au bain-marie bouillant pendant deux 
heures, dans un ballon muni d’un réfrigérant ascendant. Aprés 
refroidissement et centrifugation, on garde le surnageant; puis 
Je culot repris par 30 cm* d’eau distillée et additionné de 7,5 em® 
d’acide acétique normal, est hydrolysé une seconde fois dans les 
mémes conditions que la premié¢re hydrolyse. Les deux surna- 
geants sont alors réunis et neutralisés par de la lessive de soude : 
il se forme un précipité qui est éliminé et le liquide clair est 
précipité par 9 volumes d’alcool éthylique absolu (distillé afin 
d’éviter les impuretés graisseuses éventuelles), Aprés un séjour 
de deux ou trois heures a |’étuve 4 387°, ou de quinze heures a 
la température du laboratoire, on centrifuge ; le précipité dissous 
dans de Peau distillée est centrifugé pour éliminer la partie inso- 
luble, et précipité une seconde fois dans les mémes conditions. 


(2) La suspension est trés facilement homogéne lorsqu’on part d’une 
culture sur gélose, beaucoup plus difficilement lorsqu’en part d’une 
culture en bouillon, On a avantage, dans ce dernier cas, A ajouter 
Veau distillée sur le culot et a laisser la suspension microbicnne se 
former lentement. 
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Ce deuxiéme précipité est desséché sous vide sur EO. puis 
repris dans exactement 30 cm$ de solution », en sorte que 1 cm* 
corresponde 4 1 cm* de la suspension microbienne de départ. 

On effectue alors le titrage immunochimique de cet extrait. 
Dans ce but, on ajoute 4 ou 5 quantités différentes d’une dilution 
appropriée, a une méme quantité de sérum (antimicrobien de 
cheval), en sorte que les points obtenus se trouvent sur la partie 
ascendante de la courbe (O. E. fig. 5). On peut grouper les 
résultats obtenus en 6 alinéas : 

1° Etude des extraits avec les sérums saturés en polyoside. — 
On élimine tous les anticorps antipolyosidiques des deux sérums 
(anti-O de lapin, antimicrobien de cheval), en les mélangeant avec 
des quantités de polyoside correspondant A un excés de hapténe. 
L’étude qualitative par l’ « épreuve du disque » (ring test) de ces 
deux sérums « épuisés » avec les différents extraits a toujours 
donné des résultats positifs. Néanmoins, tous les essais de préci- 
pitation du sérum 834 « épuisé » par les quantités d’extraits utili- 
sées dans les dosages, n’ont jamais fourni de précipité visible ou 
dosable. 

2° Nombre de précipitations alcooliques nécessaires pour que 
les précipités obtenus se placent sur la courbe étalon sérum- 
polyoside. 

Avec certains extraits, une seule précipitation a suffi. Voici a 
titre d’exemple comment les points expérimentaux obtenus avec 
Vextrait D se placent sur la courbe 6, qui n’est autre que le 
calque de la courbe 5. Par contre, sur la méme figure 6, on voit 
que les points expérimentaux obtenus avec l’extrait E (x) ne 
coincident pas avec la courbe, alors que, aprés une nouvelle pré- 
cipitation alcoolique, l’extrait Ep précipite le sérum exactement 
comme le polyoside (0). 

3° Nombre d’hydrolyses nécessaires pour extraire la totalité du 
polyoside. 

Dans cette expérience, le culot microbien a été hydrolysé a 
trois reprises, chacun des surnageants ayant été trailé séparé- 
ment par une précipitation alcoolique. On a obtenu ainsi 
3 extraits : D1, D2, D3. La précipitation du sérum par D3 et D2 
fut si faible qu’il a fallu concentrer ces deux extraits en les préci- 
pitant par l’alcool et en reprenant le précipité par un plus faible 
volume de solution ». Le dosage de ces solutions a montré alors 
que la deuxiéme hydrolyse libérait encore environ 2 p. 100 du 
polyoside libéré par la premiére, mais que la quantité de polyoside 
libérée par la troisiéme était négligeable (0,4 p. 100 environ de la 
premiere). 

C’est d’aprés ces tro:s premiers groupes de résultats que nous 
avons adopté la technique définitive donnée ci-dessus. 

4° Concordance des résultats obtenus avec une méme suspen- 
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sion de microbes. — Nous avons séparé une suspension micro- 
bienne en deux lots égaux (C, D) que nous avons traités exac- 
lement de la méme facon; les résultats rapportés dans le 
tableau VI montrent la concordance parfaite des résultats. 


E& 
2 t 
° 
° 
g 
52 
(9) 
ww) 
ie 4 
a 
5 150 
[e} 
bes 
fe) 
ral 
a 
Poa) 
i 


HUQ DE POLYOSIDE 
30 ao 50 


cm} D’EXTRAITCE 
o 0,025 0,05 0,075 0,1 0.125 


cm D‘EXTRAIT( D) 
35 04 


01 O15 O02 O35 023 9 9, 


Fic. 6. — Précipitation du sérum antimicrobien de cheval par les divers extraits 
miciobiens, Courbe CE, courbe obtenue en précipitant 0 5 cm’ du sérum par 
le polyoside calque de la figure 5. @, points expérim: ntaux obtenus, avec 
0,5 cm? de sérum et Vextrait D; XX, points experimentaux obtenus avec 
0,5 em*® de sérum et Vextrait E; 0, points expérimentaux obtenus avec 
0,5 cms de sérum et l’extrail Ep. 


T.ptrau VI. — Gomparaison de deux extraits 
provenant d’une méme suspension bactérienne. 


QUANTITES D'BXTRAIT ug D'AZOTE DU PRECIPITE (1) 
ajoulées a 0.5 em$ = Se 
de serum Extrai: C Extrait D 
Od "Cre" ART em Guede Bale bie Rota aoa, Bere cee) 403 
CU Ri iaceh 0 a cick eer uk 15,0 Games wes lets AS 
Oi gOS... scan he Re ee RE ne Sottero 250 
I ees) Ci Le NR AMESMAT lm vue vom ats gel 263 


(1) Moyenne de deux a quatre chiffres expérimentaux. 


5° Totalité de lV’extraclion par hydrolyse acide. — Nous avons 
comparé les extraits ordinaires & ceux obtenus a partir d’une 
méme suspension de germes aprés action soit dé la trypsine (dans 
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les mémes conditions que pour le Tre), soit de la pepsine (douze 
heures a 50° dans une solution & pH 2,5-3), soil des ultrasons 
[quarante-cing minutes sous hydrogéne avec une fréquence de 
960 K/eycles et une puissance de 75 wat!s acoustiques (3)]. Dans 
tous les cas nous n’avons noté aucune différence entre les extraits 
ordinaires et les autres, quoique dans le dernier cas les microbes 
aient été en majeure partie désintégrés, comme |’ont déja signalé 
Grabar et Corvazier [7]. Voici par exemple les chiffres fournis 
par les extraits provenant de germes ayant ou non subi l’action 
des ultrasons (tableau VII). 


Tastexu VII. — Gomparaison entre deux extraits préparés | 
a partir de microbes ayant ou non subi l'action des ultrasons. 


-s) , : ? : 

VOLUMES D EXTRAIT UG DU PRECIPITE UG 'U PRE IPITE 
ajoutés 4 0,5 «m3 avec avec: 

de sé.um extrait orvinaire extrait U S (2) 


Solution 1/10: 


OR 20) Cary tans As ercone gaan eke Set tae 58 (1) 61 (1) 
ORS LCM yey cae l.” ates te esis AAT 418 
OS 7OeCM Ssh) Bhushan es eieckis 157 458 ,5 
ACTS) wwe: Gee pial ar Gaede 198 196 
A OO SCI 1. We, Me etme Te sn eves e 242 216 


(1) Moyenne de deux chiffres expérimentaux. 
(2) Extrait U S = extrait préparé & partir des microbes ayant subi !’action des 
ultrasons. 


6° Fidélité de la méthode. — Extrait-on toujours. d’une méme 
quantité de germes provenant d’une méme souche cult:vée dans 
les mémes conditions, la méme quantité de polyoside ? Nos essais 
se sont limités, pour le moment, a la souche 0.901 cultivée soit 
sur gélose (dix-huit heures environ), soit en bouillon (milieu agile 
pendant dix-huit heures). Le tableau VIII les résume. Nous. y 


Tas.eau VII. — Fidélité des résultats obtenus. 
POLYOS!IDE 


CULTURE 
S A7OTE 


EXTRAITS 


0), 24 

Gélose. 0,19 
0,20 

| 0,19 


ZA MOD | 
a a 


( 0,23 , 
0,23 
0,23 


0,24 


Bouillon. 


PSC Om 


(3) Nous remercions MM. Prudhomme et Grandchamp qui ont bien 
voulu soumettre pour nous A l’action des ultrasons la suspension de 


bacilles typniques. 
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avons rapporté la quant:té de polyoside a celle de l’azote des 
germes dont il provient (dosage plus précis que le poids sec). 
On voit que pour les germes cultivés sur gélose, le rapport 
Polyoside 
Azote 
tant. Quant aux résultats obtenus avec les extraits des microbes 
cultivés en bouillon, ils montrent une constance absolument 
parfaite. 


varie entre 0,19 et 0,24, ce qui est relativement cons- 


DISCUSSION. 


L’impossibilité ot nous avons été d’obtenir deux antigénes 
somatiques O (extraits par l’acide trichloracétique) identiques du 
point de vue immunologique, souligne une fois de plus la com- 
plexité de cet antigéne dont le manque d’homogénéité ne fait 
pas de doute (Cf. en particulier Hornus et Grabar [44]). Il s’agit, 
en somme, d’une fraction du protoplasme microbien, certaine- 
ment unie a d’autres protéides dans les microbes et coupée soit 
par l’action de l’acide trichloracétique, soit par les autres réactifs 
mis en ceuvre. On congoit donc facilement que d’une préparation 
a Vaulre, sous des influences incontrélables, le clivage se fasse 
dune fagon légérement différente. Les résultats paradoxaux 
obtenus aprés digestion trypsique s’expliquent, selon nous, par 
le fait que dans ce cas les protéides microbiens partiellement 
digérés ne précipitent plus par l’acide trichloracétique, mais pré- 
cipitent encore par l’alcool et viennent ainsi contaminer les 
préparations de l’antigéne (4). 

La concordance des résultats obtenus avec le polyoside soma- 
tique contraste avec les échecs précédents. On travaille en effet, 
cette fois, avec une substance chimique plus stable, puisqu’elle 
ne contient pratiquement plus de protéide. Il est possible, comme 
le suggérent Hornus et Grabar [44], que l’hydrolyse prolongée 
ait démoli quelques groupements, mais ceci importe peu dans 
cette étude, puisque le but cherché était d’obtenir une fraction 
haptén:que dont les propriétés restent identiques d’une prépa- 
ration a Vautre. Nous avons pu reproduire les résultats des 
auteurs précédents, c’est-a-dire vérifier Videntité des courbes 
obtenues avec le polyoside extrait soit de Vantigene somatique, 
soit directement des germes (identité des courbes 3 et 4). De plus, 
grace a la purification trés poussée, mise au point par Free- 
man [5], il nous a été loisible d’obtenir un polyoside plus pur 
que celui provenant de lanligéne O, puisque 57 pg correspon- 


(4) Il n’était pas question non plus d’utiliser la méthode au diéthy- 
léne glycol, puisque Henderson et Morgan [410 ter] soulignent qu’il 
est impossible d’extraire par cette méthode la totalité de l’antigéne 
somatique des germes. 
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dent 4 85 pg de P8b et 4 100 yg de P8a préparés tous deux a 
partir de l’antigéne O (courbes 3 et 4). Il sera intéressant de 
rechercher si les 0,3 p. 100 d’azote résiduels sont dus a un elucide 
aminé ou a des traces d’acides aminés. Si l’on examine les courbes 
de précipitation, on s’apergoit que le poids d’azote précipité au 
point d’équivalence du sérum de lapin (fig. 4) est netlement infé- 
ricur au maximum précipitable, comme l’avaient déja signalé 
Hornus et Grabar, sans que nous puissions apporter a ce fait 
plus d’explication que ces auteurs. Ceci n’est pas vrai avec le 
sérum de cheval (fig. 5), soit que Ja différence provienne de 
Vespece, soit qu'elle provienne de l’immunisation différente de 
Panimal producteur (microbes au lieu d’antigéne somatique). 
Signalons que l’équivalence se voit trés nettement sans qu’il y 
ait chevauchement des zones d’excés d’anticorps et d’antigéne. 
mg d’anticorps 
mg de hapténe 
sérum de lapin et de 6,5 avec le sérum de cheval (5). Le fait que 
le sérum de cheval donne un chiffre plus élevé que le sérum de 
lapin répéte les résultats que Heidelberger et Kendall [9] ont 
obtenus avec les polyosides SI et S III des pneumocoques [ 
et III. Comme ces auteurs, nous l’expliquons par le poids molé- 
culaire des anticorps antipolyosidiques de cheval, plus élevé que 
celui des mémes anticorps de lapin. C’est dans le présent travail 
un avantage supplémentaire que présente le sérum de cheval, en 
dehors des grands volumes disponibles, puisque 4 des variations 
égales de l’antigéne correspondront de plus grandes variations de 
Vazote précipité. 

Enfin, & propos de la préparation des sérums, nous souligne- 
rons |’intérét que présente le précipité d’alumine comme adju- 
vant. Nous avons pu obtenir ainsi des sérums qui contenaient 
par cm? 0,250 mg d’azote précipitable par le polyoside, alors que 
Hornus et Grabar avaient déja signalé la pauvreté de leurs sérums, 
dont la teneur n’a pas dépassé 0,068 mg de ce méme azote, soit 
environ quatre fois moins, 

En ce qui concerne les extraits utilisés pour le dosage du polyo- 
side, nous avons été assez surprises d’obtenir les mémes résultats 
qu’avec le polyoside pur, aprés deux précipitations alcooliques 
seulement ; il est possible que ce résultat ne soit pas aussi vite 
atteint lorsque nous étudierons une souche autre que la souche 
O 901. Le fait d’obtenir un précipité, lorsque nous mettons en 
contact nos extraits avec un sérum épuisé en anticorps antipolyo- 
sidiques, montre qu’il existe bien quelques impuretés résiduelles 


En ce point, le rapport est voisin de 4,6 avec le 


(5) Valeur trés proche d’ailleurs de celle obtenue par Heidelberger, 
Kabat et Shrivastava [40 bis] : 6,5-6,8-7,4 pour le polyoside pneumo- 
coccique et ses anticorps homologues. 
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qui réagissent avec le sérum. C’est elles qui causent aussi le 
chevauchement des zones d’exces d’antigéne et d’excés d’anti- 
corps, lorsque l’on étudie les surnageants des précipités ayant 
servi a élablir les courbes. Néanmoins, les anticorps auxquels 
elles correspondent, doivent étre trop peu concentrés dans le 
sérum que nous utilisons, pour donner un précipité visible a V ceil 
nu ou:dosable ; ceci est l’essentiel pour nous, puisque ces anti- 
corps n’interviennent pas dans le dosage du polyoside. Les 
résultats du dosage du polyoside dans la souche O 901, semblent 
assez quantitatifs et constanls, pour qu’on puisse fonder des 
espoirs sur la méthode que nous avons décrite ; les recherches 
actuellement en cours permeltront seules de voir si elle peut 
s’appliquer a l’étude des souches d’une plus grande complexité 
antigénique. Telle quelle, elle est un peu longue, comme toutes 
les méthodes qui s’appuient sur des dosages immunochimiques, 
mais malheureusement, nous n’en possédons pas d’autre. D’autre 
part, le dosage dans les germes de la fraction glucidique de l’anti- 
géne somatique doit correspondre a un dosage de l’antigéne lui- 
méme (si celui-ci était possible) puisque Von sait qu’il n’existe 
pas, de hapténe polyosidique a l’état Libre dans S. typhi [413]. Les 
chiffres que nous avons obtenus avec la souche O 901, permettent 
de calculer grossi¢rement le pourcentage de l’antigéne dans les 
microbes. En effet, azote représente 4 peu prés le 1/6 du poids 
] 

sec; la moyeune de 0,20 trouvée pour > donne done environ 
3,3 p. 100 de polyoside : si l’on accepte le chiffre de 45 p. 100 [43], 
comme teneur de l’ant:géne O en polyoside, on obtient pour la 
teneur des microbes en anligéne O la valeur de 7,3 p. 100, chiffre 
trés proche de ceux obtenus par Boivin et Mesrobeanu [3] par 
pesée des anligénes somatiques. 


) 


RoésuMe. 


1° Les préparations d’antigénes somatiques O, obtenues par la 
méthode de Boivin (CCl,CooH) a partir de la méme_ souche 
(O 901), dans les mémes conditions de température, ne sont jamais, 
du point de vue immunologique, identiques a elles-mémes. Elles 
ne possédent jamais non plus la méme opacité pour une concen- 
tration donnée. La digestion préalable des germes par la trypsine 
n ‘améliore pas les résultats. 

° Le haptene polyosidique extrait de l’antigéne somatique par 
iene acide est beaucoup plus semblable A lui-méme d’une 
préparation 4 Vautre. Il précipite les mémes anticorps d’un 
antisérum, mais il est souillé par des impuretés .sans activité 
immunologique. 

3° Le hapléne polyosidique préparé par hydrolyse acide des 
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germes provenant d’une méme souche (O 901) et purifié suivant 
la technique préconisée par Freeman, est remarquablement iden- 
que a lui-méme d’une préparation a l’autre : un poids donné 
précipite toujours la méme quantité d’anticorps d’un méme 
immunsérum (anti-O de lapin et antimicrobien de cheval). Il est, 
de plus, identique au polyoside obtenu a partir de Vantigéne O 
en ce sens qu il précipite les mémes anticorps du sérum de lapin 
anti-O. 

4° En se rapportant 4 la courbe étalon d’un immunsérum préci- 
pité par le polyoside purifié, il est possible de titrer par voie 
immunochimique, les quantités de polyoside contenues dans des 
extra:ts microbiens obtenus par hydrolyse acide des germes. 
Une telle extraction du polyoside des germes O 901 semble étre 
totale, puisque ni l’action des ultrasons, ni celle des protéases, ne 
Yont augmentée. De plus, le rapport Polyoside sur Azote est resté 
consiant aussi bien pour plusicurs lots d’une méme suspension 
microbienne, que pour plusieurs suspensions de ]a méme souche 
cullivée sur gélose ou en bouillon. 
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Bibliographie. 
INTRODUCTION. 


C’est en fin 1947 que nous avons entamé, avec W. Mutsaars, 
nos recherches sur le pouvoir agglutinant du virus de la polio- 
myélite. Nous étions alors inspirés par les premiers travaux de 
G. Hirst {9, 10]. Nous avions également pris connaissance d’une 
note de C. Hallauer [7] dans laquelle sont consignés les résultats 
de ses essais avec un grand nombre de virus différents. Il y est 
dit, en particulier, que les souches murines de virus neurotropes 
(souche Col. SK de poliomyélite entre autres) ne manifestent 
aucun pouvoir agglutinant vis-a-vis des hématies de poule. Nous 
disposions & ce moment de la souche Col. MM de poliomyélite 
murine (1), et notre premier but était de tenter de mettre en évi- 
dence une action agglutinante de cette souche sur les hématies du 
mouton (Bremer et Mutsaars, 1948) [4]. 

C’est au cours de nos recherches que nous avons eu connais- 
sance de la communication que Hallauer fit au IV° Congrés Inter- 
national de Microbiologie [8], en 1947, et dans laquelle il annon- 
eait avoir observé une réaction d’agglutination des hématies de 
mouton, avec les souches MM et SK de poliomyélite. Notre pre- 
miére communication confirmait donc ses observations. 

En 1949, P. K. Olitsky et R. H. Yager [49], aux Etats-Unis, et 
J. D. Verlinde et P. De Baan [20], aux Pays-Bas, confirmaient 
Yaction agglutinante des virus poliomyélitiques SIX et MM sur 
les hématies de mouton, ainsi que l’inhibition de cette réaction 
par les immunsérums. 


MATERIEL ET METHODES GENERALES. 


Toutes nos expériences ont été réalisées avec les souches de 
poliomyélite murine SK de Jungeblut et Sanders (13] et MM de 
Jungeblut et Dalldorf [44). 


(1) Lorsque cette souche nous a été remise, une erreur de dénomi- 
nation a été commise et nous pensions avoir affaire 4 la souche 
Lansing. C’est pourquoi nous avons employé ce nom dans nos deux 
premiéres communications préliminaires. En réalité, ces expériences 
portaient sur la souche MM de Jungeblut et Dalldorf [44]. 
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Ces virus se développent dans le systéme nerveux central de 
souris infectées par inoculation intracérébrale. Environ 2/100 de 
cenltimétre cube d’une suspension préparée en broyant 1 g de 
cerveau virulent dans 1 000 em? d’eau physiologique sont injectés 
dans le cerveau de la souris. Le second jour, en général, |’animal, 
alte:nt de paralysie, est tué a l’éther et le cerveau est prélevé 
aussi aseptiquement que possible. Des contréles bactériologiques 
sont effectués en bouillon pour s’assurer de la stérilité des échan- 
tillons de cerveau prélevés. En général, aucun germe ne cullive. 
De toute maniére, un cerveau pour lequel la culture aurait été 
positive n’est jamais utilisé pour la transmission du virus a 
d’autres souris. Les cerveaux sont conservés a la glaciére (4° C), 
dans une solution de glycérine diluée et tamponnée, préparée selon 
la formule de Lépine [46]. Dans ces conditions, ils gardent leur 
virulence pendant plusieurs mois. 

Pour les essais d’agglutination, on broie le. cerveau virulent 
dans de l’eau physiologique de maniére 4 obtenir une suspension 
a 5 p. 100. Cette liqueur est alors centrifugée pendant dix minutes 
a la vitesse de 7.000 tours/minute. Le liquide surnageant, limpide. 
est désigné comme « suspension de virus au 1/20 ». Il sert a 
préparer une série de 5 dilutions, en eau physiologique (1/20. 
1/40, 1/80, 1/160 et 1/320). 

Les globules rouges de mouton proviennent de sang recueilli 
a l’abattoir, sans précaution particuliére et défibriné par agilation 
en présence de billes de verre. Les hématies sont lavées un nombre 
de fois suffisant pour que le liquide surnageant soit incolore, et 
suspendues en eau phys:ologique de maniére que leur concentra- 
tion finale atteigne environ 2 500 000 par millimétre cube. 

Les réactions d’agglutination ont été effectuées dans de petits 
lubes a fond arrondi, dont le diamétre exlérieur n’excéde pas 
1 cm. Les 5 dilutions de la suspension de virus sont préparées 
dans autant de tubes, 4 raison de 1 cm* par tube. On y ajoute 
alors une goutle de la suspension de globules préparée comme il 
vient d’étre dit et on agite pour que les hématies se répartissent 
uniformément. Les tubes sont ensuite portés 4 la glaciére (4° C). 

Le degré d’agglutination est apprécié aprés une heure. A ce 
moment, une grande proportion des globules sont encore en sus- 
pension. La ou une agglutination s’est produite, le culot de sédi- 
mentation est forlement étalé, granuleux et de contour irrégulier. 
I’aspect de ces culots tranche nettement avec celui que l’on 
observe dans les tubes ot aucune agglutination n’a eu lieu. Dans 
ces derniers, la quantité d’hématies sédimentées est moins impor- 
tanle ; elles ne couvrent qu'une aire réduite au fond du tube, de 
forme circulaire et de texture bien homogéne. 

Nous dislinguons trois degrés dans Vintensité de la réaction. 
que nous désignons par les signes ++, + et +, ce dernier repré- 
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sentant des agglutinations trés faibles, seulement visibles a la 
loupe. 


I. — AGGLUTINATION DES HEMATIES DE MOUTON PAR LES SOUCHES Sk 
ET MM DE POLIOMYELITE. 


De nombreuses réactions d’hémagglutination ont été effectuées 
avec les virus SK et MM, suivant la technique décrite ci-dessus. 
Ces deux souches produisent constamment une agglutination 
dans les deux premiers tubes et souvent dans le troisiéme ct le 
quatriéme, c’est-a-dire jusqu’a des dilutions de 1/80, voire 1/160. 
Il est tout a fait exceplionnel qu’une agglutination soit décelable 
i la concentration de 1/320. Ces deux virus possédent un pouvoir 
agglutinant égal (tableau J). 

Les résultats d’expériences effectuées avec des suspensions 
virulentes non centrifugées n’ont aucune valeur. Dans. ces condi- 
tions, on obtient en effet des agglutinations non spécifiques qui 
résultent peut-étre de la sédimentation concomitante des parti- 
cules de tissu cérébral. 

TaBirau I. 


DILUTIONS DES SUSPENSIONS VIRULENTES 


Souche SK . 
Souche MM. 
Cervyeau normal 


Déja une ou deux minutes aprés que les globules rouges ont 
été émulsionnés dans la suspension virulente, il est possible de 
constaler leur agglutination si on les soumet a une bréve centri- 
fugation. Les culots obtenus sont en effet compacts et restent 
collés dans le fond des tubes lorsque l’on retourne ceux-ci pour 
les \vider de leur contenu liquide. Si l’on essaie, par agitation, 
de’ remettre en suspension les globules ainsi centrifugés, les 
culots se fragmentent en quelques gros morceaux qu'il faut 
secouer énergiquement pour en obtenir la résolution. 

Ce comportement ne ressemble en rien a celui des hématies qui 
n’ont pas été émulsionnées en présence de virus. Dans ce cas, les 
culots de centrifugation sont labiles et la moindre secousse a pour 
effet de reconstituer directement la suspension primitive. | 

Il apparait done que l’interaction du virus et des hématies, dont 
la vconséquence la plus apparente est agglutination de ces 
derniéres, ne demande qu’un temps trés court pour s accomplir. 
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Nous reviendrons sur ce point lorsque nous envisagerons |’adsorp- 
tion du virus sur les hématies. 


INFLUENCE DE LA TEMPERATURE. — L/intensilé de la réaction 
d’ageglutination est grandement influencée par la température i 
laquelle sont placés les tubes contenant la suspension virulente 
additionnée d’hématies. De méme que pour l’agglutination par le 
virus de |’influenza, ce sont les basses températures qui sont opti- 
males. Au dela de 22° C on assiste A une chute du pouvoir agglu- 
tinant, qui est nul 4 37° C. Il ne s’agit toutefois que d’une inhi- 
bition et non pas de la destruction de l'un ou de plusieurs des 
facteurs nécessaires & provoquer l’agglutination. En effet, si les 
différents tubes d’un essai d’agglutination sont placés en glaciére 
aprés avoir séjourné 4 la température de |’étuve, les hématies que 
Von aura eu soin d’émulsionner a nouveau s’agglutineront dans 
la méme mesure que celles d’une expérience de contréle ne 
comportant pas de séjour 4 37° C. 

Lorsque la suspension virulente est soumise 4 des températures 
plus élevées, elle ne tarde pas a perdre, définitivement cette fois, 
ses propriétés agglutinantes. Aprés avoir été placée a 50° C pen- 
dant quinze minutes, elle a perdu plus des trois quarts de son pou- 
vor agglutinant. Un séjour de quinze minutes a 55° C le fait 
disparaitre totalement. 

Notons que lorsqu’une suspension virulente est soumise a de 
telles températures, il y apparait un précipité amorphe, déja nette- 
ment décelable aprés un quart d’heure a 50° C, et qui semble ne 
plus augmenter a partir de 55° C. Nous fimes forcé, pour titrer 
les agglutinines, d’éliminer ce précipité par centrifugation. Nous 
pensons qu’il n’est pas dépourvu d’intéret de rapprocher l’appa- 
rition de ce précipité de la diminution du taux des agelutinines. 
Les deux phénoménes évoluent en tout cas simultanément. 

Si les agglutinines sont détruites a 55° C, le pouvoir infectieux 
ne Vest pas, bien qu’il soit considérablement diminué. Toutes 
choses égales d’ailleurs, le temps d’incubation chez la souris est 
fortement allongé quand la suspension inoculée a été chauffée 
a 55° C pendant un quart d’heure. Certaines souris sortent méme 
indemnes de |’épreuve, alors que la concentration de la suspension 
injectée est réguli¢rement mortelle pour les témoins. 

Cette constatation ne nous autorise cependant pas a conclure 
i lexistence d’un principe hémagglutinant différent du principe 
infecticux. En effet, la sensibilité des tests qui nous permettent 
d’évaluer les valeurs respectives des deux facteurs varie grande- 
ment de Pun a l’autre : on ne décéle plus l’activité des aggluti- 
nines au dela de la dilution de 1/320, tandis qu’il suffit de 
1 ou de 2/100 de centimétre cube d’une suspension au 1/1 000 
pour tuer réguli¢rement la souris en deux jours. Ceci nous ineite 
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a penser que lorsqu’on soumet une suspension virulente a la 
température de 55° C pendant un quart d’heure, le virus est en 
grande partie détruit, suffisamment pour que son pouvoir agelu- 
tinant ne soit plus décelable, mais pas assez pour que le test 
sensible de l’inoculation a la souris soit négatif. 


INFLUENCE DU FILTRAGE DES SUSPENSIONS VIRULENTES. — Lors- 
qu'on soumet la suspension virulente, préparée comme d’habitude 
en eau physiologique, au filtrage sur bougie Chamberland L 3, 
on n’obtient plus d’agglutination. Tout se passe comme si les 
agglutinines étaient retenues par le filtre. De plus, dans ces condi- 
tions, le pouvoir infectieux de la liqueur subit une trés forte 
diminution. La période d’incubation peut atteindre dix jours chez 
des souris qui ont été inoculées avec une suspension virulente 
diluée au 1/1000 et préalablement filtrée. 

On sait qu’un phénoméne analogue se produit avec le bacté- 
riophage. Lorsque les suspensions de ce dernier sont préparées 
en eau physiologique, elles perdent presque toute leur activité 
aprés filtration. Par contre, si le liquide vecteur est du bouillon 
de culture, le bactériophage traverse aisément le filtre. 

Nous avons voulu voir si ce procédé pouvait s’appliquer avec 
le méme succés a notre virus de poliomyélite. (Bien entendu, 
des vérifications préalables nous ont montré que la réaction 
d’hémagglutination n’était pas modifiée lorsque la suspension 
virulente était diluée en bouillon. Ajoutons que ce dernier ne 
manifeste aucune action agglutinante sur les hématies normales de 
mouton.) 

De méme que le bactériophage, le virus de la poliomyélite 
passe aisément a travers le filtre lorsque la suspension est faite 
en bouillon. Dans ces conditions, la filtration ne diminue ni la 
valeur du pouvoir infectieux, ni l’action agglutinante vis-a-vis des 
hématies de mouton. 


Ul. — Inureirion DE L’AGGLUTINATION PAR LES IMMUNSERUMS. 


Nous avons injecté respectivement 4 deux lots de 4 lapins des 
suspensions virulentes préparées avec les souches SK et MM 
(Bremer, 1949) [2]. Ces inoculations étaient faites par vo:e sous- 
cutanée et répétées a raison d’une tous les quatre ou cinq jours. 
Chaque lapin recevait, par injection, 1 a 2 cm® d’une suspension 
virulente au 1/20, non centrifugée et préparée aseptiquement. Le 
lapin ne présente aucun symptéme morbide et se comporte comme 
un animal réfractaire au virus de la poliomyél‘te. Une dizaine 
de jours apres la cinquiéme ou sixiéme injection, chaque lapin 
était saigné et le sérum était recueilli aprés la coagulation spon- 
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tanée du sang. Ces sérums étaient stockés 4 la glaciére en tubes 
scellés. 

Des suspensions préparées a partir de cerveaux de souris 
normales furent injectées, de maniére semblable, a 2 lapins 
témoins. Enfin, le sérum d’un lapin normal fut également 
recueilli. 

La présence éventuelle d’agglulinines naturelles actives sur les 
hématies de mouton fut contrélée pour chaque sérum. Elles furent 
décelées dans quelques-uns d’entre eux. Elles n’étaient aetives 
qu’a des concentrations trés fortes (plus élevées que 1/10) et, 
lorsqu’elles existaient, nous les avons éliminées par une adsorp- 
tion sur les globules rouges de mouton. 

Pour les essais d’inhibilion, on préparait une série de quatre 
dilutions décimales du sérum étudié (1/10, 1/100, 1/1 000 et 
1/10 000). Dans quatre tubes, on mélangeait 1/2 cm* de chacune 
de ces dilutions 4 1/2 cm® d’une suspension virulente au 1/10. 
Les concentrations finales de sérum devenaient donc : 1/20, 1/200, 
1/2 000, 1/20 000. Dans chacun de ces tubes, contenant done 1 cm* 
d’une suspension dont la concentration finale en virus était de 1/20, 
c’est-a-dire forte et, prise isolément, toujours agglutinante, on 
laissait tomber une goutte de l’émulsion habituelle ‘d’hématies de 
mouton. Aprés répartition homogéne de ces derniéres, par agi- 
tation, les tubes étaient portés a la glaciére et la lecture de l’agglu- 
tination avait lieu une heure plus tard. Les sérums des lapins 
témoins sus-mentionnés ainsi que le sérum de lapin normal étaient 
essayés dans des expériences analogues. L’action agglutinante de 
la suspension de virus utilisée était contrélée d’autre part par 
une réaction d’hémagglutination habituelle. 

Dans ces conditions d’expérience, tous les immunsérums inhi- 
bérent Vageglutination a la dilution de 1/20, Trois d’entre eux se 
montrérent “actif's jusqu’au 1/200, tandis que Pun d’eux empécha 
Vageglutination a la dilution de 1/20 000 (tableau IT). 

En présence des sérums témoins comme des sérums provenant 
de lapins normaux, lagglutination se produisit normalement, 
d’une maniére identique dans toutes les dilutions. 

Contrairement & ce que notent Verlinde et De Baan (20}, les 
réactions d’inhibition croisée ne nous ont pas permis de diffé- 
rencier les deux souches SK et MM. Les antisérums SK comme 
les antisérums MM nous ont paru exercer une action identique 
sur les 2 souches. 

Une dizaine de sérums humains, dont 5 provenaient d’individus 
normaux et 5 autres de patients atteints de poliomyélite ou conva- 
lescents depuis peu, ont été essayés dans des réactious d’inhi- 
bition analogues 4 celles que nous venons de décrire. Nulle part 
Vageglutination ne fut inhibée méme a des concentrations de sérum 
trés élevées, dépassant le 1/10. Il ne nous a done pas été possible 
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de mettre en évidence, par le truchement des souches murines SK 
et MM, la présence d’anticorps de poliomyélite dans les sérums 
humains. 

Tasieau Ih, 


DILUTIONS DES SERUMS 
SERUMS 


1/200 1/2 000 | 1/20 000 


Anti-SK. 


Anti- WM. 


[+++ | +444 
[+++ | +444 


Anti-SK.Ne4.,.. 
Anti-MM. Ne 4. . . 


Se 
[+ 


Uapin normal. 2 2]. - . SK 
Hap normals ==. 5. 5: MM 


++ 


Oe SK 

Anti- (OM (nee MM 
cerveau normal. v agte Sk 
MM 


+, agglutination ; —, absence d’agglutination. 


III. — ApsorpTioN DES AGGLUTININES SUR LES HEMATIES. 


Déja Hallauer [8], ayant observé l’agglutination des hémalies 
de mouton par des souches murines de poliomyéhte, mentionnait 
briévement |’adsorption réversible de ces virus sur les globules 
rouges. 

Nous-méme avons consacré un certain nombre d’expériences 
a étude de ce phénoméne. 

Pour mettre en évidence l’adsorption des agglutinines sur les 
hématies, nous avons réalisé ]’essai suivant. 

A une cerlaine quantité de suspension virulente de cerveau de 
souris au 1/10, centrifugée pendant dix minutes 4 7 000 tours par 
minute, on ajoute un volume égal d’une émulsion d’hématies en 
eau physiologique, a la concentration de 2 500 000 par mm*. Ce 
mélange est ensuite porté a la glaciére et des prélévements y sont 
effectués aprés des temps variables. Chaque échantillon soustrait 
est centrifugé et le liquide surnageant est utilisé pour une réaction 
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d’agglutination ordinaire, avec des hématies de mouton neuves. 
Les résultats sont consignés dans le tableau ITI. 
On y voit que déja deux minutes aprés l’adjonction des hématies 
a la suspension virulente, le taux d’agglutinines de celle-ci a forte- 
ment baissé : il a atteint un niveau qui ne variera plus. Cet 
appauvrissement du milieu en agglutinines est donc trés rapide. 


TasBLeau Iil. 


DILUTIONS DES SUSPENSIONS VIRULENTES 
PRELEVEMENTS 
effectués 
1/40 1/80 1/160 


A 0 heure (1). . 

Aprés 2 minutes. . 
Aprés 15 minutes. . 
Aprés 30 minutes. . 
Aprés 60 minutes. . 
Aprés 2 heures. . . 
Aprés 3 heures. . . 
Apres 4 heures. . . 
Aprés 5 heures. 


+4 + 


444444445 


(1) 0 heure, contréle : titrage des agglutinines de la suspension virulente avant l’adjonc- 
tion des hématies. 


L’intensité de l’adsorption des agglutinines dépend de la quan- 
uité de globules rouges émulsionnés dans la suspension virulente. 
Si la concentration des hématies engagées est faible, le taux des 
agglutinines ne subit qu’une petite diminution. Par contre, en 
présence d’une quantité suffisante de globules, elles s’adsorbent 
complétement. 

Le tableau III montre également qu’aucune élution ne se pro- 
duit dans ces conditions d’expérience, méme aprés une période 
de plusieurs heures. Dans d’autres essais, des échantillons de la 
suspension virulente prélevés de un a trois jours aprés le mélange 
avec l’émulsion de globules rouges ne montrérent, eux non plus, 
aucune ascension du taux des agglutinines. A basse température, 
on ne décéle done pas d’élution spontanée. 

Notons ici que cette union du globule et du virus est trés ferme. 
Lorsque les hématies qui ont adsorbé du virus sont émulsionnées 
dans une solution physiologique neuve, elles s’agglutinent encore. 
Elles peuvent méme subir plusieurs lavages sans abandonner la 
totalité des agglutinines qu’elles avaient adsorbées. 


INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR L’ADSORPTION. — On sait 
déja qu’a 387° C la réaction d’hémagglutination ne se produit pas. 
Les agglutinines ne sont cependant pas détruites a cette tempé- 
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rature, puisqu’il suffit de placer les mémes tubes a la glaciére 
pour observer une agglutination caractéristique. En fait, comme 
le montre l’expérience dont l’exposé va suivre, l’adsorption des 
agglutinines ne se produit pas a la température de |’étuve et, si 
elle a eu lieu au préalable a la glaciére, l’élution est rapide. Ce 
processus parait indéfiniment réversible. Les globules rouges qui 
ont été soumis a |’élution sont aptes A adsorber & nouveau les 
mémes agglutinines, ou des agglutinines neuves, du moment qu’ils 
sont remis a basse température. 

On prépare 6 cm*® d’une suspension virulente, centrifugée, 
diluée au 1/10. 1 cm* est mis a part pour un dosage des agelu- 
linines. Aux 5 cm* restants, on ajoute 5 cm?’ d’une suspension 
d’hématies de mouton a la concentration de 2 500 000 par’ milli- 
métre cube. Ce mélange est alors placé successivement, et a plu- 
sieurs reprises, dans un bain-marie a 37° C et a la glaciére (4° C). 
Ces changements s’effectuent toutes les dix minutes. A la fin de 
chaque séjour a ces deux températures, on préléve 2 cm® de Ja 
suspension et, apres élimination des hématies par centrifugation, 
on dose les agglutinines dans chacun de ces échantillons. Le 
tableau IV résume les résultats de cette expérience, au cours de 
laquelle 5 prélévements furent effectucs. 


TaBLeau LV. 


DILUTIONS DES SUSPENSIONS VIRULENTES | TEMPERATURES 
en degrés 


1/20 ! 4/80 | 1/160 | 1/320 cenligrades 


PRELEVEMENTS 


effectués 


AObeure: (i. . +] ++ es 
Aprés 10 minutes. . pak pe! 


Aprés 30 minutes. . .| + 
Aprés 40 minutes. . .| + aro AP 
Aprés 50 minutes. . .} + = 


cs | 
Apres 20 minutes. . .| + SPS 45 | 
| 


(1) 0 heure. contréle : titrage des agglutinines de Ja suspension virulente avant l’adjonc- 
tion des hématies. 


On y voit tout d’abord que, dans des échantillons prélevés apres 
un séjour de dix minutes 4 la glaciére, Je taux des agglutin:nes a 
fortement baissé. On constate d’autre part, qu’aprés dix minutes 
4 87° C, le taux d’agglutinines libres est identique 4 celui de la 
suspension virulente, au début de l’expérience, quand on n’y 
avait pas encore ajouté les globules rouges. L’élution est donc 
apparemment complete. > 

Ce tableau montre également le caractere itératil que peut 
revétir le processus d’adsorption-élution. Contrairement a ce que 
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l'on observe avec le virus du groupe de l’influenza, |’élution est 
ici réversible et les mémes hématies de mouton sont susceplibles 
d’adsorber et de libérer successivement un grand nombre de fois 
les virus des souches SK et MM de poliomyél.te. 

Nous nous sommes efforcé, dans ces expériences, de n’utiliser 
qu’une quantité limilée d’hématies, de maniére 4 ne pas provoquer 
une adsorption compléte des agglutinines. Par conséquent, les 
hématies engagées ont toujours été saturées de virus dés la pre- 
miére adsorption. Pour expliquer les adsorptions ullérieures, 
consécutives a des élutions, on ne peut done invoquer la présence 
d’hématies neuves, qui n’auraient pas adsorbé d’agglutinines lors 
du premier contact. 

La rapidité de adsorption dés que la température est suffisam- 
ment basse oblige 4 prendre certaines précaultions lors du _ trai- 
tement des échantillons prélevés a 387° C. Pour éviter leur refroi- 
dissement, nous avons utilisé des pipettes e! des tubes a centri- 
fuger qui avaient séjourné a |’éluve el qui élaient par conséquent, 
eux-mémes, a la température de la suspension traitée. La centri- 
fugation était aussi bréve que poss-ble (environ une minute). 
Lorsque nous nous abstenions de prendre ces précaulions, l’usage 
de verrerie froide abaissait rapidement la température de ces 
petites quantilés de liquide et rendait impossible la constatation 
de l’élution. 


PARALLELISME ENTRE LES VARIATIONS DE LA VIRULENCE ET CELLES 
DE L'ACTION HEMAGGLUTINANTE DES SUSPENSIONS DE VIRUS APRES 
L’ADDITION D'HEMATIES. — Le pouvoir infectieux, vis-a-vis de la 
souris, d’une suspension virulente traitée par des hématies de 
mouton diminue en méme temps que baisse le taux des aggluli- 
nines. N’ayant A notre disposition que des hématies de mouton 
non stériles, nous avons dt, pour vérifier ce point, avoir recours 
a la méthode que nous avons signalée plus haut : lutlisation de 
bouillon de culture a la place d’eau physiologique, pour la prépa- 
ration des suspensions virulentes. Le bouillon permet, en effet, le 
filtrage de ces suspensions et, partant, l’élimination des germes 
bactériens, sans que soit altérée la teneur en principe virulent et 
en agglulinines. 

Des souris auxquelles on inocule, par voile intracérébrale, une 
suspension virulente au 1/1000, préparée en bouillon et fillrée, 
meurent dans les délais normaux ou sont définilivement indemnes, 
selon que l’on s’est abs enu ou non d’ajouler au préalable des 
hématies de mouton a ladite suspension. 

Ceci nous incite a admettre, sinon Videntité de ’hémagglutinine 
avec le virus lu:-méme, du moins le fait que ces deux éléments 
n’évoluent pas séparément et, en particulier, que les corpuscules 
de virus, eux aussi, s’adsorbent sur les hématies. 


AGGLUTINATION DES HEMATIES By 


Essai D’INHIBITION DE L’AGGLUTINATION PAR L’ ACTION DE CERVEAUX 
DE SOURIS NORMALES SUR LES SUSPENSIONS VIRULENTES. — Nous 
avons voulu voir si le tissu nerveux de la souris, vis-a-vis duquel 
le virus manifeste une affinité indiscutable, n’était pas, lui aussi, 
suscept.ble d’adsorber les agglutinines de la poliomyélite. Un 
résullat positif eut été particuliérement intéressant, A notre avis, 
en fournissant un élément précieux a l’interprétation du phéno- 
méne de |’hémagglutinalion. 

Nous avons done dilacéré puis broyé grossiérement, en présence 
d’eau physiologique, des cerveaux de souris normales. Nous 
maintenions 4 desse:n, dans la suspension, des morceaux de tissu 
relativement volumineux, désirant réaliser une fine fragmentation 
de l’organe plutot qu’une destruction complete de toute structure 
cellulaire. A cette préparation, non centrifugée, nous ajoutions 
une certame quantité d'une suspension virulente dont la teneur 
primitive en agglutinines était mesurée par ailleurs. Les propor- 
tions finales de cerveau normal et de suspension virulente élaient 
telles que le premier de ces facteurs l’emportait de beaucoup. 
Nous mélangions, par exemple, 2 cm* d’une suspension virulente 
au 1/10 4 2 cm® d’une émulsion contenant trois cerveaux normaux 
entiers. Cette liqueur était alors portée soit a la glaciére, so:t a 
Vétuve et, aprés une vingtaine de minutes d’incubation, elle élail 
centrifugée pendant dix minutes 4 la vitesse de 7 000 tours par 
minute. Le taux d’agelutinines du liquide surnageant fa‘sait 
Vobjet d’une mesure dans une réaction d’hémagglutination 
habituelle. 

En aueun cas, l’addition de cerveau normal a Ja suspension 
virulente n’inhiba, méme légérement, l’agglutinat:on. Celle-ci fut 
toujours comparable & celle que nous notions avec la suspension 
virulente neuve. Les agglutinines ne semblaient donc pas s’étre 
adsorbées sur le cerveau normal. Nous discuterons plus loin la 
signification de ce résultat négalif. 


IV. — HtmMotyse DES HEMATIES QUI ONT ETE EMULSIONNEES 
DANS UNE SUSPENSION DE CERVEAU DE SOURIS. 


En étudiant le comportement et les propriétés des hématies qui 
avaient été, au préalable, émulsionnées dans une suspension viru- 
lente de cerveau de souris, nous etimes l’occasion d’observer, a 
maintes reprises, que ces globules s’hémolysaient lorsque, aprés 
élimination du liquide virulent par centrifugation, ils étarent remis 
en suspens:on dans une solution isotonique neuve. En fait, il 
s’agit d’un phénoméne indépendant de la présence de virus. D une 
maniére générale, nous avons constaté que les suspensions pre- 
parées en broyant certains cerveaux de souris en eau physio- 
logique ont la propriété de rendre fragiles les globules rouges 
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de mouton au point que, lorsque ceux-ci sont émulsionnés ensuite 
dans une solution de NaCl isotonique, ils s’hémolysent immé- 
diatement. 

Il ne s’agit done pas d’une hémolyse spécifique assimilable a 
celle que H. R. Morgan, J. F. Enders et P. F. Wagley [18] ont 
décrite avec le virus des oreillons. 

Il faut que Ja solution dans laquelle les hématies sont remises 
en suspension contienne 12 4 13 g de NaCl par litre pour que 
Vhémolyse ne se produise plus. Il est remarquable que cette 
propriété de rendre fragile le globule rouge ne manifeste pas ses 
effets lorsque celui-ci se trouve encore dans la suspension de 
tissu cérébral. 

Nous n’avons toutefois pas poussé plus loin nos investigations 
dans cette voie, cette hémolyse non spécifique sortant du sujet 
que nous nous étions assigné. Nous la signalons cependant parce 
qu’elle nous a empéché d’exécuter certaines expériences ayant 
notamment pour but l’étude de la résistance aux variations de 
pression osmotique, des hématies qui avaient été soumises au 
préalable a l’action d’une suspension virulente. Ces expériences 
devenaient, dés lors, irréalisables. 


V, — Action DES 10NS K+ Et Cat + er pu GrucosE 
SUR LA REACTION D’ HEMAGGLUTINATION. 


Toutes les expériences que nous avons jusqu’a présent relatées 
ont été réalisées en utilisant une solution isotonique de chlorure 
de sodium pour diluer les suspensions virulentes de cerveau de 
souris, ainsi que pour le lavage des hématies de mouton. 

Les expériences qui font l'objet de ce chapitre ont eu pour but 
"étude du comportement réciproque du virus et des hématies, en 
présence d’autres solutions (Bremer) [3]. Nous avons limité ces 
recherches a l’essai de deux cations, le potassium et le calcium, 
ainsi qu’a l’observation de la réaction d’agglutination dans un 
milieu non ionisé, le glucose. 

Trois solutions furent préparées. Elles contenaient respecti- 
vement, par litre d’eau distillée, 12 g de KCl, 15 ¢ de CaCl. et 
50 g de glucose. Ces différentes concentrations correspondent, 
avec une bonne approximation, 4 une pression osmotique égale 
a celle de eau physiologique. Le pH légérement alcalin de la 
solution de CaCl: était ramené a la neutralité par de l’acide 
chlorhydrique. 

I] fut vérifié que ces trois solutions ne présentaient, par elles- 
mémes, aucun pouvoir agglutinant sur les hématies normales et 
que, de plus, les globules rouges mis en présence d’une suspen- 
sion de cerveau normal, tant en milieu potassique ou calcique 
que dans la solution glucosée, se comportaient exactement comme 


AGGLUTINATION DES HEMATIES 53 


ceux des controles effectués en eau physiologique : ils ne s agglu- 
tinaient pas. ¥ 

Avec chaque solution, les réactions d’agglutination étaient 
effectuées de la méme maniére qu’en eau physiologique. Le 
tableau V montre les résultats d’une expérience au cours de 
laquelle du virus MM fut mis en présence de globules rouges de 
mouton, dans les trois solutions étudiées, ainsi qu’en eau physio- 
logique. Disons immédiatement que les résultats sont identiques 
avec la souche SK. 

On constatera tout d’abord que la réaction est entiérement néga- 
tive dans les solutions glucosée et calcique. Jamais nous 
nobservames d’agglutination dans ces deux milieux. 

Au contraire, dans la solution de KCl, les hématies s’agglu- 
tinent beaucoup plus intensément que dans la réaction témoin, en 
eau physiologique. La derniére dilution agglutinante, en KCl, 
est huit fois moins concentrée que la suspension virulente qui 
manifeste une action semblable en solution sodique. 


TABLEAU VY. 


DILUTIONS DES SUSPENSIONS VIRULENTES 
NATURE (virus MM ou SK) 


de la solution 
1/160 | 41/320 


NaCl... 
[Os aes 
CaCloun cer: 
Glucose 


Pour tenter d’interpréter ces constatations, nous avons réalisé 
un. ensemble d’expériences dont le but élait de voir si ces 
substances exercaient leurs effets en modifiant l’adsorption des 
particules de virus sur la surface du globule rouge, ou bien s’il 
s’agissait uniquement d’une perturbation apportée au phénoméne 
physique de l’agglutination. . 

On préparait, dans une solution chlorurée sodique, quatre sérics 
identiques, constituées chacune par les cing dilutions habituelles 
de suspension virulente. A ces 20 tubes était ajoutée une gouite 
de ’émulsion d’hématies. Le tout était ensuite porté a la glaciere. 
Aprés cing minutes de séjour a 4° C, tous les tubes étaient centri- 
fugés et le liquide surnageant éliminé. A partir de ce moment, 
les quatre séries étaient traitées différemment. | Les hématies 
rassemblées au fond des tubes de la premiére étaient remises en 
suspension dans une solution neuve de NaCl. Celles de la 
deuxieme l’étaient dans une solution chlorurée potassique, celles 
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de la troisiéme dans une solution chlorurée calcique et celles de 
la quatriéme, dans une solution glucosée. A nouveau, les quatre 
séries étaient portées a la glaciére et l’agglulination était observée 
apres une heure. BSI) « 

La méme expérience était ensuite réalisée en préparant les 
séries de dilutions de suspension virulente parallélement ‘dans 
une solution potassique, calcique et glucosée. De cette maniére, 
le contact entre les hématies et le virus avait lieu dans les quatre 
solutions étudiées et dans des conditions de température favo- 
rables au phénoméne d’adsorption. 

Le tableau VI résume les résultats de cet ensemble d’essais. 


TABLEAU VI. 


DILUTIONS DES SUSPENSIONS VIRULENTES 


1/40 1/80 1/160 


R.H.O. 


I, solutions dans lesquelles les hématios et la Suspension virulente ont é6!6 mises en 
présence ; II solutions dans lesqnelles les hématies ont 616 secondairement émulsion- 
nées; R. HW. O., réaciion @hémagglutination ordinaire, en eau physiologique : litrage des 
agelutinine. de la suspension virulente utilisée. : 4 

(1). H, hémo yse. 


Son examen permet les constatations suivantes. 

1° En ce qui concerne le Na et le K, on voit que l’intensité de 
la réaction (agglutination est uniquement fonction de la nature 
de la solution dans laquelle elle se produit, et non pas du milieu 
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dans lequel a cu lieu l’adsorption du virus sur les hématies. En 
elfel, la concentration au 1/160 se montre encore active lorsque 
les globules rouges sont émulsionnés en KCl, quel que soit: le 
cation présent lors de l’adsorption du virus (K + ou Na onl 

Il en est de méme pour l’agglutination observée en sodium. 

2° En comparant la réaction d’hémagglutination de contréle 
représen!ée au bas du tableau, avec celle que l’on observe lorsque 
adsorption du virus et ]’émulsion ultérieure des hématies ont eu 
lieu toutes deux en solution chlorurée sodique, on constate que 
le taux d’agglutinines a diminué au cours des manceuvres 
comportant l’émulsion des hématies dans une solution neuve de 
NaCl. Les agglutin‘nes ne disparaissent cependant pas comple- 
tement et, en ce sens, le tableau VI illustre les observations que 
nous avons consignées antérieurement dans le chapitre consacré 
a étude de l’adsorption du virus sur les hématies. 

3° L’agglutination ne se produit pas dans la solution chlorurée 
calcique, méme si l’adsorption du virus a eu lieu en présence de 
Na+ ou de K +. Il n’y a, d’autre part, aucune agglutination dans 
les essa:s ot les hématies ont été mises en présence de virus dans 
la solution de CaCh. 

4° Chaque fois qu’intervient le glucose, les hématies s’hémo- 
lysent au moment oti elles sont émulsionnées pour la deuxiéme 
fois. Que la suspension virulente soit diluée en milieu glucosé, ou 
bien que celui-ci constitue la solution dans laquelle les globules 
sont secondairement émuls:onnés, le résultat est le méme. Ainsi, 
cette hémolyse que nous avions constalée la premiére fois lors 
de nos expériences d’adsorption du virus sur les hématies, en 
milieu physiologique, se reproduit constamment lorsque intervient 
le glucose. Il s’agit bien du méme phénoméne car il ne dépend 
pas de la présence de virus : on l’obtient de Ja méme fagon avec 
des suspensions de cerveau normal. D’autre part, aucune alté- 
ration des hématies n’est décelable lorsqu’elles sont émulsionnées 
ou méme lavées a plusieurs reprises dans une solution glucosée. 


INTERPRETATION DES RESULTATS. — De cette expérience, il résulte 
que : aaa 
1° Il n’est pas possible de préciser, de cette maniére, $1 
Vadsorption du virus a lieu, ou non, dans la solution glucosée. 
L’hémolyse des hématies rend |’expérience caduque. 
2° Lion K+ n’altére pas l’adsorptton du virus. Celle-ci 
s’accomplit de la méme maniére en présence de potassium ou de 
sodium. Seule l’agglutination des hématies est favorisée par le 


potassium. 


3° Dans une solution de CaCl., non seulement a) l’adsorption 
du virus sur les globules ne se produit pas, mais en: outre, 


b) les hématies qui ont adsorbé du virus au préalable, dans) ;une 
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solution chlorurée sodique par exemple, ne s’agglutinent pas. 

L’interprétation des deux parties de ce troisitéme paragraphe 
n’est pas également aisée. Le premier point, 4 savoir que l’on 
n’ observe pas d’adsorption dans une solution de CaCl,, est un fait 
d’expérience qu'il suffit de constater. Par contre, la raison pour 
laquelle des hématies qui ont adsorbé le virus ne s’agglutinent 
pas dans ce milieu peut élre Pune des deux suivantes 

— Ou bien, le virus primitivement adsorbé est élué, ce qui 
revient a dire que l’état d’adsorption du virus sur les globules 
rouges est une impossibilité dans cette solution calcique ; 

— Ou bien il n’y a pas d’élution, mais Vagglutination propre- 
ment dite est inhibée. 

Pour trancher la question, nous avons réalisé l’expérience 
suivante. Des globules rouges ayant adsorbé au préalable du virus 
pohomyélitique sont répartis en deux lots. Le premier lot esl 
d’abord émulsionné dans une solution de CaCl. Aprés dix minutes 
é la glaciére, les hématies sont recueillies par centrifugation, puis 
remises en suspension dans de l’eau physiologique. Les tubes 
sont alors de nouveau portés a la glaciére et examinés aprés une 
heure. Le résultat fut toujours négatif : il n’y eut jamais d’agelu- 
tination. 

Par contre, le second lot d’hématies, témoin, qui fut émulsionné 
successivement dans deux solutions physiologiques, était cons- 
lamment ageglutineé. 

Il nous est done permis de croire, en conclusion, que le virus 
qui avait été préalablement adsorbé sur des hématies subit une 
rapide élution dans une solution ne contenant que du chlorure 
de Ca. Cependant, pour que le comportement du virus en milieu 
chloruré calcique fut péremptoirement démontré, il eut fallu en 
controler les différents points par des inoculations a la souris. 
C’est alors seulement que nous eussions été en droit d’affirmer 
ces conclusions sans réserve. Nous n’avons malheureusement pas 
été en mesure de procéder 4 ces contrdles, et cela pour deux rai- 
sons : la premiére, & laquelle nous avons déja fait allusion anté- 
rieurement, est que les hématies de mouton non stériles dont nous 
disposions avaient contaminé les suspensions de cerveau a 
injecter a la souris ; la seconde est que linoculation intracérébrale, 
i la souris, dune solution de CaCl, a la concentration utilisée tue 
Vanimal en quelques minutes. 

Il n’est pas sans intérét d’opposer cet effet inhibiteur du 
calcium sur [adsorption des virus poliomyélitiques par les 
hématies, a action favorisante exercée par ce cation sur la fixa- 
tion du bactériophage par les bactéries sensibles (A. Gratia) [6]. 

fn résumé, lorsqu’on effectue la réaction d’agglutination dans 
des solutions chlorurées potassiques ou calciques, on observe les 
modifications suivantes 
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Lion potassium, tout en n’altérant pas la phase d’ adsorption 
du virus sur les hématies, favorise l’agglutination de ces 
derniéres. Son action semble se limiter a cela. 

Le calcium, par contre, s’oppose a Vadsorption du virus sur 
les hématies et provoque l’élution. En conséquence, la réaction 
d’hémagglutination est négative dans ses solutions. ; 

Elle est également négative en l’absence de tout ion, dans une 
solution isotonique de glucose. 


VI. — R&acTION D’AGGLUTINATION AVEC LES HEMATIES DE COBAYE. 


Nous avons voulu voir si des hématies appartenant a des 
espéces autres que le mouton étaient susceptibles d’étre agglu- 
tinées par les souches SK et MM de poliomyélite murine. 

Nous n’avons obtenu que des résultats négatifs avec les 
hématies de poule, de souris et de lapin. 

Avec les globules de cobaye, par contre, nous observames un 
irés grand pourcentage de réactions positives. Voici, briévement 
consignées — la place nous manque — les quelques constatations 
que nous avons faites a ce sujet. 

Plusieurs similitudes existent entre les réactions d’agglutina- 
tion observées avec les globules rouges de cobaye et ceux du 
mouton. 

Les suspensions virulentes seules se montrent agglutinantes. 

D’autre part, de méme qu’avec les hématies de mouton, l’agglu- 
lination se fait le mieux a basse température. 

Lorsqu’on réalise la réaction dans une solution isotonique de 
KCl, on note que l’agglutination des hématies de cobaye, de méme 
que celle des globules rouges de mouton, est considérablement 
amplifiée. 

En outre, les antisérums Sk ou MM inhibent Vagglutination 
des globules de cobaye comme celle des hématies de mouton. Les 
sérums obtenus aprés immunisation de lapins avec des cerveaux 
de souris normales n’entratnaient aucune altération de Vageglu- 
tination. 

Les réactions d’agglutination effectuées avec les deux espéces 
de globules rouges présentent, d’autre part, plusieurs différences. 

Les agglomérats constitués par les hématies agglutinées du 
cobaye sont plus petits. Les secousses imprimées au tube les 
désagrégent plus aisément. 

Lorsque les tubes, contenant des hémalies de cobaye émul- 
sionnées dans une suspension de cerveau virulent, sont soumis a 
une bréve centrifugation, les culots d’hématies n’ont pas la 
compacité que présentent les culots constitués par des globules 
de mouton agglutinés : les hématies de cobaye se comportent, a 
ce point de vue, comme les globules rouges de mouton ou de 
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cobaye qui ont été m's en présence d’une suspension de cerveau 
normal, ou méme qui ont été simplement émulsionnés en eau 
physiologique. 

L’action agglutinante des suspensions virulentes s’est montrée 
moins intense vis-a-vis des globules de cobaye que vis-a-vis des 
globules de mouton. Elle n’était guére décelable au dela de la 
dilution au 1/40. 

Il est possible d’éliminer complétement les agglutinines actives 
sur les globules de cobaye, par une centrifugation durant trente 
minutes, a la vitesse de 7000 tours/minute. I] n’en va pas de 
méme avec les globules de mouton. 

Enfin, le séjour de globules rouges de cobaye dans une suspen- 
sion virulente ne modifie ni le pouvoir infectieux, ni l’action 
ageglutinante de celle-ci vis-a-vis des hématies de mouton : le 
virus de la poliomyélite ne s’adsorbe pas sur les globules de 
cobaye. 

Cette derniére conclusion nous parait capitale. Elle permet 
d@affirmer que Ja réaction d’agglutination observée avec les 
hématies de cobaye n’est pas causée par le virus. 

L’influence que joue la centrifugation des suspensions viru- 
lentes sur le processus d’agglutination v:.ent corroborer cette opi- 
nion. Elle met en effet en évidence une différence essentiellc 
entre les facteurs responsables de l’agglutination des deux espéces 
d’hématies. 

D’autres constatations, par contre, sont d’interprétation moins 
aisée : nclamment le réle des immunsérums. A cet égard, nos 
résultats sont en désaccord avec ceux de Olitsky et Yager [49 
qui n’observent pas d’action inhibitrice des sérums anti-virus. 

Pour concilier ces faits avec notre précédente conclusion, A 
savoir que le virus ne parait pas s’identifier 4 l’agent causal de 
Pagglutination, on pourrait admettre que ce dernier doit étre 
recherché parmi les éléments apparus dans le tissu cérébral de 
la souris, au cours du développement de l’infection. 

En conclusion, sans préjuger de la nature des agglutinines 
actives sur les hématies de cobaye, on peut affirmer, cependant, 
que le virus n’est pas directement en cause et que I’action des 
suspensions virulentes sur ces hématies n’est pas analogue a 
celle que lon observe avec les globules de mouton. 


VII. — Discussion. 

En présence d’un phénoméne tel que agglutination des 
hématies de mouton qui sont émulsionnées dans. une suspension 
de cerveau virulent, milieu extrémement complexe: et contenant 
un virus, il esl utile de soumettre a la critique les différents: argu 
ments dont nous disposons pour assimiler le facteur responsable 
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de cette agglutination au virus lui-méme. En effet, le dévelop- 
pement du virus a provoqué, dans le cerveau infecté, apparition 
dun processus inflammatoire, avec la série des alléralions ana- 
tomiques et biochimiques que celui-ci comporte. Des modifi- 
cations d’importance variable sont donc in'ervenues, en parti- 
culier dans la nature des différentes substances libérées lors du 
broyage du tissu cérébral. On pourrait étre tenté de rechercher 
parmi elles l’élément qui provoque l’agglutination. 

Ces considérations sont plus qu’une simple vue de |’esprit 
depuis qu’il a été démontré que l’agglutinalion des hématies par 
des suspensions contenant du virus de la vaccine ou de la variole 
est imputable, non pas au virus lui-méme, mais 4 des substances 
solubles. Une explication analogue pourrait d’ailleurs étre 
suggérée avec pertinence, pour ce qui concerne l’agglutination 
des hématies de cobaye sous l’influence de suspensions de cer- 
veaux de souris infectés de virus poliomyélitique. 

Nous venons done d’exposer les raisons qui nous empéchent 
de prendre en séricuse considération les contréles effectués avec 
des cerveaux normaux : ceux-ci ne sont pas assimilables A des 
cerveaux virulents dont on aurait simplement soustrait le virus. 

Les expériences d’inhibition par les antisérums homologues 
pourraient soulever la méme objection. Des substances autres 
que le virus qui, présentes dans la suspension virulente que l’on 
injecte au lapin, seraient les responsables de ]’agglutination des 
hématies pourraient parfaitement susciter la formation d’anti- 
corps, au méme titre que le virus lui-méme. 

Par contre, parmi les divers résultats expérimentaux, i] en est 
un qui posséde une valeur particuliére pour la démonstiration du 
role du virus dans le processus d’agglutination des hématies du 
mouton : il s’agit de la faculté qu’ont ces hématies d’adsorber le 
virus. 

En effet, démontré indirectement comme nous l’avons fait, ou 
directement par le microscope électronique, ce phénoméne 
implique, en tout cas, l’ex'stence d’une affinité spécifique entre 
le virus et les hématies considérées. C’est d’ailleurs cette réaction 
entre le virus et les globules rouges, se traduisant par l’adsorption 
du premier sur les seconds, qui constitue I’élément principal du 
sujet qui nous occupe, bien plus que Vagglutination qui nest 
qu’un processus seconda‘re. 

Au cours de ]’étude de l’adsorption, sur les hématies de mouton, 
des virus appartenant aux souches SK et MM de poliomyélite, un 
fait bien particulier retient l’attention : c’est la faculté qu’ont ces 
globules d’adsorber, puis de libérer le virus plusieurs fois consé- 
cutivement. II s’agit la, en effet, d’une propriété des virus appa- 
remment trés peu répandue. En ce qui concerne notamment 
influenza, il a été bien démontré qu’aprés que I’élution s’est 
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produite, les hématies ne sont plus capables d’adsorber 4 nouveau 
le méme virus, ni du virus neuf de la méme espéce. Le récepteur 
spécifique de Vinfluenza a été détruit. I] y a d’ailleurs d’autres 
récepteurs restés intacts sur la surface de l’hématie, car les 
globules qui ne réagissent plus avec l’influenza restent norma- 
lement agglutinables par d’autres virus : c’est ce qui a permis a 
Burnet [4] d’établir son « gradient des récepteurs ». 

La réaction du virus poliomyélitique sur les hématies de 
mouton apparait donc différente : Vadsorption est rapide et 
intense et n’est pas suivie d’élution spontanée si le complexe est 
maintenu a basse température. Aprés élution a Jlétuve, les 
hématies ne paraissent aucunement altérées et, en particulier, 
sont susceptibles de réadsorber le méme virus. Le récepteur n’a 
done pas été détruit, ce qui explique que Von n’observe pas 
d’élution spontanée. 

On peut se demander, dans ces conditions, quelle est la raison 
de l’extréme spécificité de cette réaction d’hémagglutination. 
Comment se fail-il, en effet, que, jusqu’a présent, seules les 
hématies de mouton se sont montrées susceptibles de réagir vis- 
a-vis du virus poliomyélitique ? 

Signalons ici que cette spécificité n’est pas le propre des virus 
de poliomyélite. En effet, le virus GD VII d’une encéphalomyélite 
de la souris, ainsi qu’un virus de pneumonie murine, n’agglu- 
tinent respectivement que des globules rouges humains et les 
hématies de souris (K. C. Mills et A. R. Dochez [47], O. Lahelle 
et F. L. Horsfall [45)). 

Les différents virus du groupe de Vinfluenza, par contre, dont 
adsorption sur les hématies entraine d’importantes modifi- 
cations dans la structure de ces derniéres, sont tous capables 
Wageglutiner des globules appartenant a plusieurs espéces 
animales. 

En réalité, il n’y a probablement pas une différence aussi 
tranchée entre le processus d’adsorption que nous observons avee 
le virus de la poliomyélite et le mode de réaction d’un virus tel 
que Vinfluenza, 

Il est possible, en effet, en la chauffant 4 56° C, de faire perdre 
a Pune des souches de virus de l’influenza son pouvoir infectieux 
vis-a-vis de la souris, tout en ne supprimant pas sa faculté d’étre 
adsorbée sur les hématies de poule et de les agglutiner 
(Hirst) [41, 12]. Cependant, une fois adsorbé, ce virus partiel- 
lement inactivé ne présente plus d’élution spontanée. Le complexe 
qu’il forme avec le globule rouge est devenu stable : le traitement 
par la chaleur Va rendu incapable de détruire son récepteur 
spécifique. 

En somme, aprés une telle inaclivation, le mode d’ action sur les 
hématies du virus de linfluenza, présente, avec celui de la polio- 
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myélite murine, de frappantes analogies. Il est néanmoins inté- 
ressant de noter que c’est au prix de la perte de son pouvoir 
infectieux que le virus de Vinfluenza est arrivé a se rapprocher. 
par son comportement, des souches MM et SK de poliomyélite. 

On a done été tenté de considérer comme un caractére essentiel 
de la virulence la capacité d’un virus de détruire le récepteur 
cellulaire. Cette interprétation est infirmée par nos observations 
sur les virus poliomyélitiques. En effet, bien que ne détruisant 
pas le récepteur de l’hématie de mouton, ceux-ci manifestent une 
grande virulence vis-a-vis de la souris. 

En ce qui concerne le virus de la poliomyélite, il ne nous parait 
pas possible, en tout cas, de voir dans la réaction d’hémagelu- 
tination l’image du processus normal d’envahissement et de 
colonisation des cellules du systéme nerveux dans lequel le virus 
se multiple. En effet, l’incapacité dans laquelle il se trouve de 
détruire le récepteur de l’hématie et, par conséquent, de provoquer 
une altération qui pourrait étre considérée comme une premiére 
étape dans le mécanisme d’attaque est un premier argument. 
Ensuite, comment expliquer que ]’adsorption ne se produise pas 
a 387° C, température éminemment physiologique, qui est préci- 
sément celle au voisinage de laquelle le pouvoir infectieux est 
observé ? Enfin, rappelons ici les résultats négatifs de nos expé- 
riences qui avaient été réalisées avec ]’intention de voir si le virus 
était susceptible d’étre adsorbé sur du tissu cérébral normal de 
fa souris. Ne constatant, aprés l’adjonction de fragments de 
cerveau normal grossiérement broyés, aucune diminution du taux 
des agglutinines d’une suspension virulente, nous en avions conclu 
que ces agglutinines n’avaient pas été adsorbées sur les éléments 
cellulaires nerveux que nous avions ajoutés. 


CONCLUSION. 


En analysant les différents types de réaction d’hémaggluti- 
nation, on peut, avec Burnet et Boake [5], ébaucher une sorte de 
classification des virus. 

Il y a tout d’abord les virus du groupe de l’influenza. Ils sont 
polyvalents, en ce sens qu’ils se montrent capables d’agglutiner 
plusieurs espéces de globules rouges. Ce phénoméne est la consé- 
quence d’une adsorption préalable de l’agglutinine, suivie de la 
destruction du récepteur spécifique. L’élution est donc spon- 
tanée : elle porte a la fois sur le virus et l’agglutinine puisque, 
dans ce groupe, c’est le virus qui est agglutinant. , ' 

Un second groupe est celui de la vaccine. Ici, le virus n est 
pas adsorbé sur les hématies. L’agglutination de ces derniéres 
est provoquée par une substance soluble, présente dans les 
suspensions virulentes, a coté du virus proprement dit. Cette 
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agelulinine soluble se fixe sur les hématies et ne s’élue pas 
ensuite. 

Un troisiéme groupe serait représenté par le virus étudié par 
Mills et Dochez [47], responsable d’une pneumonie de la souris 
el suscept ble d’agelutiner les seuls globules rouges de cette 
espéce animale. 

Nous proposons un quatriéme groupe, représenté par les diffé- 
renies souches de poliomyélite murine qui donnent des réactions 
d’agelutination posit.ves avec les hématies de mou’on. I] compren- 
drait aussi la souche GD VII d’une encéphalomyélite de la Souris 
(Lahelle et Horsfall) [15}. Ces différents virus n’agglutinent cha- 
cun qu’une seule espéce d*hématies. Ils sont adsorbés sur les 
globules rouges réceptifs, mais n’en détruisent pas le récepteur 
spécifique. I] n’y a, en conséquence, pas d’élution spontanée, 
mais celle-ci est rapide 4 37° C. Nous avons indiqué plus haut les 
analogies entre l’agglutination due a ces virus neurotropes et 
celle que l’on observe avec certains v:rus du groupe de |’ influenza, 
lorsque ces derniers ont été modifiés par le chauffage. 

En terminant eet exposé, il nous est particuliérement agréable 
d’adresser nos remerciements a M. le professeur E. Renaux, qui 
nous a si ailmablement accuetlli dans son laboratoire et qui nous 
a fait profiter de sa vaste expérience en bactériologie. Nous 
sommes heureux d’exprimer notre grat:tude a M. le docteur 
W. Mutsaars, chef de travaux. I] a été Pinspirateur de ce travail 
el n’a cessé de nous guider de ses conseils éclairés. 


RESUME. 


1° Les expériences faisant l’objet de cette étude ont toutes été 
réalisées avec les souches Col. SK et Col. MM de poliomyélite. 
Oes deux virus se comportent d’une maniére identique. 

2° Les hématies de mouton sont agglutinées par des suspensions 
de cerveau de souris infeectées par ces virus, 

3° L’agglutination se produit le mieux a basse température. 
Elle est inhibée a 37° C. 

4° Les agglutinines sont détruites & 55° C. Le pouvoir infec- 
tieux est considérablement alténué par ce traitement. 

5° Lorsque la suspension virulente est préparée avec de l’eau 
physiologique, la filtration sur boug‘e lui enléve ses propriétés 
agglulinantes et diminue fortement son pouvoir infectieux. Par 
contre, si l’eau physiologique est remplacée par du bouillon tel 
que celui ulilisé en bactériologie, la suspension virulente fillrée 
garde toules ses propr-étés. 

6° La réaction d’hémagglutination est spécifiquement inhihée 
par les immunsérums. 


7° Des sérums humains provenant d’individus normaux, de 
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patients atleints de poliomyélite ainsi que de convalescents, n’ont 
pas inhibé la réaction d’hémagglutination. 

8° A basse température, les agglutinines sont adsorbées sur les 
hématies de mouton. I] n’y a pas d’élulion spontanée. L’élution 
est,, par contre, rapide a 37° C. 

9° Les variations du pouvoir infectieux déterminées par 
Vadjonction d’hématies de mouton a une suspension virulente 
sont paralléles 4 celles du taux d’agglutinines. 

10° Le phénomeéne d’élution est réversible : les mémes globules 
rouges peuvent adsorber et libérer plusieurs fois successivement 
le méme virus. 

11° Les agglutinines ne sont pas adsorbées par des fragments 
de tissu cérébral normal de souris. 

12° Assez fréquemment, les hématies de mouton qui sont lavées 
dans une solution isoton:que s’hémolysent si elles ont été émul- 
sionnées auparavant dans une suspension de cerveau de souris. 
I} s’agit d’une propriété du tissu cérébral de la souris. Le virus 
de la pohomyélite n’est pas en cause. 

13° Si, dans une réaction d’hémagglutination, eau physio- 
logique est remplacée par une solution isolon:que de KCl, 
Vagglutination observée est beaucoup plus intense. Par contre, 
dans une solution de CaCl. ou de glucose, l’agglutination ne se 
produit pas. 

14° L’adsorption du virus ne se produit pas dans une solution 
isotonique de CaCh. 

15° Une réaction d’agglutination avec les hématies de cobaye 
est décrite. Elle différe, par certains points importants, de celle 
que l’on observe avec les globules de mouton. En particulier, les 
hématies de cobaye n’adsorbent pas le virus poliomyélilique. Le 
role du virus dans cette réaction est discuté. 
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RESISTANCE DU BACTERIOPHAGE AUX ACRIDINES 


par W. MUTSAARS (°). 


(Laboratoire de Bactériologie de la Faculté de Médecine. 
Université libre de Bruzelles.) 


Liaction des dérivés de Vacridine sur le développement du 
bactériophage a été signalée par Fitzgerald et ses collaborateurs, 
Lee et Babbit [4]. L’acriflavine (synonymes : trypaflavine, pro- 
flavine, euflavine, n° 906 des Farbstofftabellen, de G. Schultz), 
ainsi que d’autres dérivés, empéchent la lyse du colibacille 
(souche Tschia) par un bactériophage correspondant. La multi- 
plication du virus est également empéchéc. 

P. Nicolle et M. Mimica [2] ont confirmé Vaction inhibitrice 
des dérivés de l’acridine au moyen de leur technique de l’anneau. 
RK. A.C. Foster [8] a analysé laction de Vacriflavine sur la mul- 
uplication du bactériophage en ayant recours a la méthode de 
Delbriick [4]. La bactérie infectée par une particule de bactério- 
phage en présence de Vacriflavine parait se lyser, mais ne libere 
pas de virus. L’acriflavine bloquerait une des réactions entrainant 
la production de bactériophage actif, et, parmi celles-ci, une 
des plus tardives. Si l’on élimine lacriflavine, il y a, sans délat, 
libération de bactériophage. A partir d’une souche T 6 de bacté- 
riophage, cet auteur a obtenu un « mutant » trois fois plus résis- 
tant au colorant que le T 6 primitif. Elle en conclut que la sen- 
sibilité a Vacriflavine d’un bactériophage dépend de modifications 
héréditaires. 

BACTERIOPHAGE UTILISE. 


Le bactériophage anti-coli utilisé au cours de ces expériences 
a été obtenu a partir d’une eau de riviére polluée. Il a été ensuile 
pratiqué 10 isolements sur gélose ordinaire, mettant chaque fois 
un large excés de germes en présence du bactériophage utilisé, 
afin d’éviter les infections multiples d’un méme germe. A chaque 
isolement on a repiqué une tache claire dans du bouillon ense- 
mencé du colibacille correspondant. Aprés multiplication du 
bactériophage le bouillon a été filtré sur bougie Chamberland L,. 


(*) Ce travail a fait objet d’une note préliminaire. Nature, 1950, 165, 
357. 
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On est done en droit de considérer la souche utilisée comme 
étant pure. 
COLIBACILLE. 


Germe de la collection provenant d’une infection urinaire. 


TECHNIQUE UTILISEE. 
\ 

Nous avons utilisé la méthode décrile par Gratia [5, 6], méthode 
reprise et légérement modifiée par Hershey [7]. Les plaques de 
Petri renferment un milieu de base constitué selon le cas par 
25 em’ de gélose ordinaire 4 2 p. 100, ou par cette méme gélose 
contenant des quantilés appropriées du dérivé de Jl acridine 
étudié. A un tube renfermant 2 cm* d’une culture de vingt-quatre 
heures de colibacille on ajoute 0,5 cm* de la dilution de bacté- 
riophage a litrer; aprés agitation et contact de deux a trois 
minutes on préleve 0,5 cm* de ce mélange que l’on reporte dans 
un tube contenant 5 em* de bouillon gélosé a 0,7 p. 100, ce 
dermier renfermant, le cas échéant, le dérivé de lacridine. 

Cette gélose a 0,7 p. 100 est maintenue lhquide dans un _ bain- 
marie a 54-56°. Aprés agitation, de fagon a mélanger soigneu- 
sement a la gélose le complexe colibacilles + bactériophage 
adsorbé, le tout est coulé dans la boite de Petri contenant le 
milieu basal. La gélose 4 0,7 p. 100 se solidifie trés rapidement 
au contact de la gélose 4 2 p. 100, elle forme une pellicule dans 
laquelle les taches de bactériophage se développent avec une 
remarquable netteté, 


DiERIVES DE L’ ACRIDINE. 


Nous avons utilisé en ordre principal trois dérivés : 
1° La trypaflavine déja mentionnée : 


Elle est incorporée a la gélose de base & 2 p. 100, ainsi qu’A la 
gélose 4 0,7 p. 100, a raison de 0,0002 g. p. 100. 
2° Le rivanol : 
NH, 
| 
Hotel =e NS 


eect 
Wa 
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Celui-ci est incorporé a la gélose a raison de 0,00175 g. p. 100. 
3° La mépacrine ou atébrine : 


ne — CH — (CH,)3 — N(CH;)2 
| 
WANT AN CH 


is a 
ee 


Utihsée a raison de 0,008 p. 100 dans la gélose. 

Les concentrations de ces divers colorants ont été choisies de 
fagon a obtenir Vinhibition maximale de la multiplication du 
bactériophage compatible avec une croissance encore normale 
du colibacille. Ces concentrations optimales se réalisent aisément 
pour Ja trypaflavine et le rivanol. I] en est autrement pour la 
mépacrine, qui ne nous a pas permis d’obtenir une inhibition 
aussi forte de la multiplication du bactériophage. Toute augmen- 
tation de la concentration en mépacrine nous a été interdite car 
elle entraine aussit6t une forte diminution de la croissance 
microbienne. 


ACTION DE LA TRYPAFLAVINE. 


Exprrience I. — Nous avons étudié, au cours de cette expé- 
rience, l’effet de la trypaflavine sur le nombre de taches de bac- 
tériophage apparaissant en milieu gélosé ordinaire d'une part, 
en milieu gélosé trypaflaviné d’ autre part. Nous avons utilisé un 
bactériophage normal (gN) ainsi qu’un bactériophage résistant 
a la trypaflavine (g T). Etablissons des dilutions de bactériophage 
normal en bouillon ordinaire s’échelonnant de 10—* a 10-*. 
Titrons alors par la méthode décrite ces dilutions, tant sur boites 
de Petri contenant du milieu gélosé ordinaire que sur boites 
contenant de la gélose trypaflavinée. 

Sur gélose ordinaire la numération des taches donne un tilre 
de 1.600 x 10° particules, sur gélose trypaflavinée, 4 la dilu- 
tion 10-* on ne trouve que quelques taches. 

Repiquons une de ces rares taches en bouillon ordinaire conte- 
nant de la trypaflavine au méme taux que dans la gélose, et filtrons 
sur bougie Chamberland L, aprés séjour de vinel-quatre heures 
a V'étuve. Ce bactériophage résistant a la trypaflavine (> ei Lck 
ayant subi un passage en bouillon trypaflaviné (BT) est 
le » TIBT, le chiffre indiquant le nombre de passages en bouillon 
trypaflaviné. Nous faisons un passage simultané du bactériophage 
rormal en bouillon ordinaire et nous le filtrons également sur 
bougie L,. Titrons & présent ¢N et ¢ TIBT a la fois sur eélose 
ordinaire et trypaflavinéc. Le o N titre 319x 10° particules sur 
gélose ordinaire et 120 particules sur gélose trypaflavinée. 
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Le » TIBT donne un titre de 1.500x 10° sur gélose ordinaire et 
de 4,5x10* sur gélose trypaflavinée. 

Nous avons poursuivi l'étude de ces bactériophages pendant 
25 passages, les passages du bactériophage ¢N se faisant bien 
entendu en bouillon ordinaire, ceux du bactériophage ¢TBT en 
bouillon trypaflaviné. Chaque passage s’est effectué en diluant 
préalablement le bactériophage 4 10—*. Apres ensemencement 
avee le coli correspondant et séjour a 37° pendant vingt-quatre 
heures, les bactériophages ont été filtrés sur bougie L, avant leur 
tilrage. 

Nous donnons, dans le tableau ci-aprés (tableau I), les titres 


TABLEAU I. 
SW A EE I EE IS SIE ESE LE ES AI EI EDEL ALS IE EAE IA 
oN ¢TBT 
2 3 S 
wn o & 2.5 a °o 5 ones | 
a xa 2s 3 Se 3 & s 
Ss | Sa] & 22/2 E 
3 & S 3 = o 
4 1.600 X 106 30 
2 3419 X< 1.06 420 |2,8 & 106] 41 500 & 10°} 4,5 x 104 3,3 X 104 
3 100 XK 10° 230 3 X 106) 41 450 « 106 43 > 10°) 1.390 
4 209 < 10° 30/10 >< 406 630 & 10° 13 X 410° 48 
5 2.200 XK 108) 18.000 | 423 & 10°} 470 * 106 12) >< 40° 6,2 
6 1.800 X 10°) 48.000 40% 22 < 408 30 X 108 0,73 
7 3 800 X 108) 24 000 |4,8 K 40°} 650 108} 390 x 106 15D 
8 4 250 & 10°] 48 000 Uae 690 K 408} 3567 x 410° 4,04 
9 2.600 & 106) 145 000 |1,8 & 10°) 1 600 x 10°)4 600 x 105 4 
10 5 400 & 108 100 |5,4 X 407] 3.400 X 4168] 2.760 x 106 shee 
11 2.100 * 106) 55.000 | 3,8 « 104) 2 350 < 108]4.080 « 106 eo 
42 235 < 10%) 3 700 )6,3 X< 104 163 & 108) «100 >< 416 1,4 
13 598 & 40°] 14 000 4 >< 104 548 X _106)393 >< 10° 4 53 
14 18: >< 110 DUO Ao x 402 484 & 108) 468 x 108 1,03 
45 3 300 XK 4108] 40.000 | 3,3 < 105 194 << 108) "444 >< 106 4535 
16 387 X 10° 800 | 4,7 x 10° 234 >< 108) 184 >< 108 4,25 
Ay 3.240 « 108 200 | 16 X 10°) 3 200 x 106) 2.280 x 108 41,4 
18 2 600 X 108 200 | 43 & 10%|4 840 < 408) 928 x 108 ew 
49 2 800 & 10°) 4.000 7X 40°} 1.500 & 4108) 4.200 x 108 4,25 
20 3.000 X 4108 40 17,5 X 107} 4.400 < 108} 830 x 408 eB 
21 325 x 10°} 3.000 40° 570 & 108] 413 & 4108 4,37 
22 414 «K 108 £00) Alt <cal0$ 23 XX 108 16 x 10° 1,4 
23 450 X& 10° 400 | 4,5 x 106 975 & 10°) 860 x 408 4,13 
24 21 x 406 10 | 2,4 &K 108|5 000 & 4108/6 500 x 106 0,76 
25 274 X 106 10 | 2,7 & 107) 4.900 10°} 4.700 x 408 cays Ul 


obtenus pour chaque bactériophage, tant sur gélose ordinaire que 
sur gélose trypaflavine. On observe d’un passage a l'autre d’assez 
grandes variations de titre. Nous attribuons ces irrégularités au 
pouvoir absorbant plus ou moins grand des bougies Chamberland. 
Ces irrégularités des titres au cours des passages n’ont aucune 
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influence sur les résultats de l’expérience ; ce qui importe est le 
rapport entre le nombre de particules de bactériophage capables 
de donner naissance a des taches vierges sur gélose ordinaire 
d'une part, sur gélose trypaflavine d’autre part. C’est pourquoi 
nous avons établi pour chaque titrage le quotient particules en 
gélose ordinaire/particules en gélose trypaflavine. 

Ce quotient atteint d’habitude des chiffres tres élevés pour le 
bactériophage normal, tandis que pour le bactériophage sélec- 
bonné et cultivé en bouillon trypaflaviné il se stabilise apres 
quelques passages ct finit par osciller entre 1 et 2. 


Expérience II. — A partir du 9 T3BT (bactériophage sélec- 
ttonné ayant subi 3 passages en bouillon trypaflaviné), dont le 
quotient est encore relativement élevé (1.390), nous avons fait une 
série de 20 passages en bouillon ordinaire. Ce bactério- 
phage (9 TBO) a été titré aprés chaque passage, dans les mémes 
conditions que le oN et le ¢~TBT dont il a été question. Nous 
donnons ci-aprés (tableau IJ) la liste de ces titrages. Remarquons 


TaRLEAU II]. 


2 TBO 
PASSAGE 
Gélose ordinaire Pdi nee Quotient 
Lae bs Pn ney IM OS ae Ae 220 *& 108 350 << 10° 666 
Se pit mee) aa Aoeray Revise 2.200 « 410° 1,4 K 406 297 
Se Gar aise ake es 3.000 10° 990 « 10° 3 
NG ane a ee eee 2.900 < 10° 4.310 « 106 2,23 
Le arc a Ne 4 050 < 10° 398 & 10° 7) 8) 
Memes ets its: nar ta adr tee 6 3 280 x 10° 2.300 « 10° 4,4 
Ts a cae ae 4.150 & 10° 600 «K 40° tL) 
Ses ee ea cee tone 4.980 < 106 4.090 « 410° 1,8 
One tee oo oh ar sh oe 940 « 108 650 & 10° 41,4 
XE See Le. Ca eechunce ea 403 & 108 302 & 106 33) 
AW easier, Bir ee cos) ey 2d 500 <& 10° 224 x 10° 2,26 
ae ee oe ee ar ae 4.860 < 10° 27220 «x 106 2,418 
1 ta, omnes ey et eke 453 xX 10° 83 & 10° 6 erhit 
14%. 5 4.570 < 10° 4,6 <x 10° 980 
gL a ae Fe he ONC 3.300 < 10° 5,9 x 410° 550 
SiG eee re ars donne : 680 & 108 43°57 K 408 49 
uly he Achebe ue eee es Be an 4.600 X 410° x8 & 10° ay 
A ESS eo Ng RPT 457 X 108 31 X< 10° 44,7 
DOME RECS boy Rua cees: ihc: 530 & 108 2 x< 108 265 
PAD ort READ 5 eect 2 130 < 10° Saxe. 08. 266 


@abord, en examinant les quotients gélose ordinaire/g¢élose 
trypaflavine, que ceux-ci, malgré l’absence totale de trypaflavine 
dans le bouillon de culture, non seulement n’augmentent pas, 
mais continuent a s’abaisser rapidement, descendant 4 3 aprés 
8 passages. Parvenu a ce niveau, le ¢ TBO s’y maintient pen- 
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dant 10 passages, les quotients successifs étant en général lége- 
rement supérieurs & ceux que nous avons pu observer pour 
le 9 TBT. Mais a partir du quatorziéme, le quotient, qui n’avait 
plus dépassé 3, passe brusquement 4 980 et subit au cours des 
passages suivants une série d’oscillations assez amples, indices 
dune modification du bactériophage dans son comportement 
vis-a-vis de la trypaflavine. Les quotients n’atteignent cependant 
jamais les chiffres élevés du oN, le ¢TBO ne retourne pas 
complétement & son état primitif. 


ACTION DU RIVANOL. 


Expririence II. — Celle-ci ne différe de V’expérience I que par 
Vutilisation de rivanol 4 la place de trypaflavine. Nous avons done 
éludié parallélement les titres du ¢N et d’un bactériophage isolé 
a partir d’une tache vierge obtenue sur gélose rivanol et cultivé 
ensuite en bouillon rivanol (9 RBR). Ces titres établis a la fois 
sur gélose ordinaire et sur gélose rivanol sont donnés dans le 
tableau ci-dessous, ainsi que les quotients gélose ordinaire/gélose 
rivanol. Nous avons ainsi suivi pendant 10 passages en bouillon 
rivanol le comportement du gRBR. Les quotients, bien que 
lémoignant d’une stabilité moins grande que celle observée pour 
les quotients @TBT, sont cependant trés inférieurs 4 ceux obtenus 
pour le 9 N. A remarquer qu’en ce qui concerne ce dernier bacté- 
riophage, nous n’indiquons au tableau que les titres en gélose 
rivanol, les titres correspondants en gélose ordinaire étant indiqués 
au tableau I (passages 16 a 25). 


TasBieau Ill. 


oRBR 


PASSAGE 


Gélose Gélose 


Quotient aan . 
ordinaire rivanol 


rivanol Quotient 


800 3 340 X 106 101 xx 106 
000 3 19 X 10° j j 
000 3 70 X 106 

10 é 788 <x 406 
000 j 970 * 106 
400 5 940 < 10° 
400 6 84 & 106 
550 406 52 xX 106 

40 ; 4X 10° 
800 : 185 X 108 


owe y 


NEN r= 
Nr ODO CN 
vy 
WwWreoxrernpt 


ra en) 


=) 


Expérience IV. — Elle consiste 4 faire des passages en bouillon 
ordinaire a partir de bactériophage isolé d’une tache vierge sur 
gélose rivanol. Cetle expérience, analogue a lexpérience I] 
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exccutée au moyen de »T, en différe cependant quelque peu. 
Alors que le ¢T avait subi 3 passages en bouillon trypaflavine 
avant d’étre passé sur bouillon ordinaire, le bactériophage de cette 
expérience 9RBO a été passé directement sur bouillon ordinaire 
aprés son isolement. Au cours des 10 passages sur bouillon ordi- 
naire, le quotient gélose ordinaire/gélose rivanol, sans ¢étre parti- 
culiérement stable, différe manifestement des quotients analogues 
du @N (tableau III), il leur est trés nettement inférieur (tableau IV). 

C’est ainsi que le quotient le plus élevé observé pour le « RBO 
est de 2.380 (septiéme passage), le quotient minimal pour le «N 
est de 3,4 x 10°. 


TABLEAU LY. 


~?RBO 
PASSAGE 
Gélose ordinaire Gélose rivanol Quotient 
WP ae SEs Be ree epee 630 X 10° 500 & 10° 1,26 
2a avo! Wie Ge me eee es 290 >< 108 210 XK 10° 4,38 
Sy AS oS ee cae cok ae 368 & 16° 102 * 10° 3,68 
Loe eR nace BGS Oe 525 >< 10° 47 X 108 41,16 
Dee rene) aoa as 5 850 >< 10° 2X 106 425 
Ge pes pen Oe eens 1-260 >< 10° 1055 <0 126 
Uys As ee eG 1.600 x 10° Gad <> 2.380 
Sit eure ea eet Se 27.000 <1 22 < 10° 90 
Ean tet cIc) ee 22 X 10° 40° 22 
LN Src 2 a ee a 3.240 X 106 360 X 10% 9 
ACTION DE LA MEPACRINE. 
Exprérirence V. — Une tache vierge isolée A parlir de gélose 


mépacrine est repiquée en bouillon mépacrine ; on a ensuite pra- 


TABLEAU V. 
oN ¢ MBM 
| PASSAGE ; . 
x rélose ‘ Gélose élose a 
Reais eee Quotient ordinaire mépacrine Quotient 
31 3 a AG 35.7 
19 700 x 108} 3.400 | 2,8 x 105/2.000 x 10°)| 56 x 10%) 35, 
5 -|5,200 x 108 14.400 3,7 X 108) 3.300 x 108): 210 x 10° 15,7 
3 5 3.800 510% 360 4,05 x 107) 3.500 x 10° 404 x 10° 33,6 
4 -|4.200 x 10° 10 4,2 < 108) 3.500 x 10° 270 < 10° 13 
5 .{4.540 x 106 4.250 6 & 105} 4.750 x 10° 16x 10° 23 4 
6 2.500 < 10° 520 4,8 x 106|3 100 x 106 200 x 10° 15,5 
ga 1 700 < 10}1.100 x 105) 1.54 
8 960 x 106} 320 x 10° 3 
ie 300 x 10°} 4150 x 108 3,3 
| 10 180 x 40° Ta 108 es 
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tiqué 10 passages successifs, chaque passage élant tilré. Comme 
nous avons déja remarqué, la réalisation de ces expériences a 
été plus difficile que celle des essais précédents. La zone d'action 
ulile des dérivés de l’acridine est comprise entre la dose minimale 
efficace sur la multiplication du bactériophage et la dose maximale 
nentravant pas de facon marquée Ja croissance du colibacile. 
Cette zone, assez ¢tendue pour la trypaflavine et le rivanol, est 
bien plus étroite pour la mépacrine. Nous nous sommes tenu 
délibérément plus prés de la dose minimale active sur le bacté- 
riophage. Ceci détermine parfois chez le bactériophage oN, une 
chute du quotient gélose ordinaire/gélose mépacrine. Cependant. 
a aucun moment ce quotie nt ne rejoint-il ceux du hactériophage 
passé sur bouillon mépacrine (¢ MBM). 


Exptrience VI. — Nous avons suivi pendant 10 passages en 
bouillon ordinaire le comportement vis-a-vis de la mécaprine du 
bactériophage isolé a partir d’une tache vierge obtenue sur gélose 
mépacrine (¢ MBO). Notons ici également des variations considé- 
rables du quotient gélose ordinaire/gélose mépacrine. Celui-ci 
alteint méme au sixiéme passage le taux de 1,83 x 10°, chiffre 
qui se rapproche singuliérement de certains quotients du oN ; 
mais au cours des passages suivants, ef sans avoir eependant subi 
le contact de la mépacrine, ce taux redescend a des chiffres tres 
inférieurs. 


TaBuEau V}. 


« MBO 
PASSAGE 


Gélose ordinaire Gélose mépacrine Quotient 


-500 x 106 180 x J0¥ 30,5 
300 x 10% 130 x 10° 55,3 
- 700 x 10° 6 x 10° 6416 
000 x 108 Pot) Se 2.400 
450 x 108 8,3 0x 104 17 400 
00 x 108 << 10% 183.000 
-900 « 10% SPS 402 431 


Pwo 


300 x 108 44 x 4108 56 
-900 x 106 SF 1108 48 
000 < 10° 47 X 108 85 


el Od A Bl 


SXPERIENCE VII, — Effet du rivanol sur le bactériophage résis- 
lant a la trypaflavine. 

a) Bactériophage entretenu par passages sur bouillon trypa- 
flavine (9 TBT). Les 6 passages (16 A 21 du tableau I) ont été 
éprouvés sur gélose rivanol On constate que lacquisition de la 
résistance & la trypaflavine a fait bénéficier simultanément le 
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bactériophage dune résistance rivano) 


(tableau VID). 


¢ TBI marquée au 


TasLteau VII. 


TBO 


PASSAGE PASSAGE 
Gélose 


rivanol 


Gélose 


rivanol Quotient 


26 x 10° 
620 « 10° 
530 x 40° 200 
49) x 4108 957 
540 x 10° 2 yes ? 15 
470 X 10° 2 Ca Gee 326 

35,3 
740 


204 


500 


b) Bactériophage résistant a la trypaflavine et entretenu par 
passages sur bouillon ordinaire (¢ TBO). 

Les 7 derniers passages (13 a 20 du tableau II) éprouvés en 
eélose rivanol ont montré que ce bactériophage avait acquis éga- 
lement une certaine résistance au rivanol (Cf. quotients gélose 
ordinaire/gélose rivanol de ¢N). 


Exprérience VIII. — Nous avons fait une série d’essais simi- 
laires en utilisant le bactériophage résistant au rivano] et en véri- 
fiant son comportement sur gélose trypaflavine. 

a) Bactériophage résistant au rivanol et entretenu par passages 
sur bouillon rivanol (¢ RBR). Les 10 passages effectués sur 
bouillon rivanol ont été essayés. 


Tasueau VIII. 


9 KBR ¢ RBO 
PASSAGE 
Gél : Gélose : 
trypaflavine Giottent trypaflavine Quotient 

die : at << 9,4 425 x 10° 5,04 
PAC es. ee Oo hOuOmC 2 & 10° 9,5 34 x 10° 8,5 
Sb Orsay Ae tar 26,60 40: nil 81 110° 454 
A, Bal x 262 4 xX 410° 4.312 
Oy Ahokey ear scekce PPO 24 x 40° 40,4 10° 850 
Giasw caesar ay 23 « 410° B50) 404 126.000 
qs 5,8 x 10° EAT 3 xX 4102 530.000 
8. 4,26 x 10° 44,3 404 200 000 
Ole 2,3 « 10° ioe: 40° 22.000 
HOU. ate Gal 5,14 by < alle 648 
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b) Essais sur gélose trypaflavine du bactériophage résistant au 
rivanol et entretenu pendant 10 passages sur bouillon ordi- 
naire (¢ RBO). 

L’examen des quotients de ces expériences VIII a et VILL b 
(tableau VIILD, comparés aux quotients analogues de ¢ N, révéle 
incontestablement des différences considérables. Cependant l’effet 
obtenu au cours des essais VIII b est moins net que celui des 
essais VIII a, certains passages (les sixiéme, septiéme et huitieme) 
donnent des quotients voisins de ceux du bactériophage normal. 
Le dixiéme passage donne 4 nouveau un quotient relativement bas, 
sans que ce bactériophage ait été cultivé en présence de rivanol 
ou de trypaflavine. 


Expirience IX. — Finalement les 10 passages de bactériophage 
résistant & la mépacrine ont été éprouvés vis-a-vis de la gélose 
lrypaflavine et de la gélose rivanol. 

a) Bactériophage résistant & la mépacrine et passé sur bouillon 
mépacrine (¢ MBM). 

b) Bactériophage résistant 4 la mépacrine et passé sur bouillon 
ordinaire (¢ MBO). Les expéricnces IX a et IX b montrent que la 
résistance 4 la mépacrine s’accompagne d'une certaine résistance 
a Ja trypaflavine et au rivanol, surtout marquée pour ce dernier 
colorant. Les quotients gélose ordinaire/gélose typaflavine sont 
plus élevés, mais restent toujours loin en dessous de ceux du 9 N 


(tableau IX). 


TaBLeau 1X 
= = = — = 
° | | 
a saan ae 5 = = ss 
; & 4 g Oe 2 ae = 3 3 
sy ona 5 Soa oer eae 5 eas 5 
es: Sled! eee | acer = | 
4 47 x 40°)4148 650 x 10°) 3 46 x 10° 450 | 4.320 x 10° 4,2 
2 44 x 10°|235 1500S C108 Feo AT, SS A10° 488 500 x 10°} 46,6 
3 43,2 & 108/285 P5380) Se 408) 22 6 x 405 6.160 57 x 10°) 64,9 
4 4.445 x 10°} 3,418)3.300 x 10°) 4,06 | 10,4 x 410° 600 45 x 10°} 400 
) R716 < 105) 456) 4d 0 e408) tS 2,4 X 10° 6.000 427 « 10°] 44,4 
6 430 x 10°| 6,8 |2.600 x 405) 1,2 Qed SoR0o 202300 BLO a0® 9,6 
i 360 x 10°) 47 4-100 < 405) 4 4 xX 404 | 72.500 160 >< AOe |S Ses 
8 490 « 40°) 5,05 680 x 10°) 1,4 404 (230.000 52 x 10° 44 
9 HY SEA rg Te | AND Se el 2x 104] 95.000 42 x 10° 47 
10 44 x 10°} 4,09 LIS Se 1054 6,2 x 104| 64.500 100 x 40° 40) 
| 


Nous avons étudié comparalivement leffet de doses variables 
de trypaflavine sur le ¢N et sur le bactériophage résistant a la 
irypaflavine (9 T22 BT, ¢ T23 BT et -9 T24 BT). Le graphique 1 
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représente la moyenne de 8 expériences, au cours desquelles il 
a été procédé a Ja numération pour les deux bactériophages du 
nombre de taches vierges se développant sur gélose ordinaire, et 
Sumner lose contenant Corp MOON Oat AT ps 100104" 15 p- 100 
10", 2 p. 100 10~* et 2,5 p. 100 10-* g. de trypaflavine. En 
ordonnée nous avons porté les pourcentages de taches vierges 


ito 
“le 


90 


OS c/o 410 15 20 25x10-4 


, , 


Course. 4. 


apparues, en admettant que le nombre de taches en gélose ordi- 
naire corresponde au développement maximal des bactériophages. 
On observe que le pourcentage de taches vierges engendrées par 
le bactériophage résistant ne varie guére, quelle que soit la 


concentration en trypaflavine (tracé 2 en pointillé). L’allure de 


la courbe fournie par le oN (tracé 1 en trait plein) est toute 
différente. Il ne semble pas exister de relation linéaire entre le 
pourcentage de taches et la quantité de trypaflavine. 
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Afin d’illustrer la remarquable résistance & la trypaflavine du 
bactériophage ¢T, nous avons eu recours a la technique de 
Vanneau [2]. Nous déposons une solution de trypaflavine a 
1 p. 100 dans un godet en porcelaine poreuse implanté au centre 
dune boite de Petri contenant de la gélose ordinaire. Nous lais- 
sons diffuser le colorant dans la gélose pendant une nuit, ¢! 
coulons ensuite sur cette gélose et selon Ja technique déja 
indiquée de la gélose a 0,7 p. 100 contenant un mélange de coli 
et de bactériophage normal concentré. Aprés séjour a Véluve on 
observe (fig. 1), comme l’ont décrit Nicolle et Mimica, une zone 
interne peace stérile, la concentration de trypatlavine 


Fig. 4. Fic. 2. 


y ¢lant bactériostatique ; ensuile un anneau formé d’un gazon 
microbien sans trace de bactériophage, la concentration de trypa- 
flavine étant ici sulfisante pour enrayer le développement du 
bactériophage tout en n’étant plus bactériostatique, et enfin une 
zone externe ou le bactériophage déploie son activité normale 
sur le coli: il y a lyse confluente avec un semis de petites 
colonies résistantes. 

Tout autre est Vaspect (une boite de ae identique, sauf 
que l'on a substitué au ¢N du ¢ TBT (fig. 2) : Vanneau de gazon 
microbien a totalement disparu. Le Rete a agi sur le 
colibacille jusquwa Vextréme limite de croissance de celui-ci. Le 
pelt anneau proche du godet que Pon observe dans la figure 2, 
anneau que lon retrouve d’ailleurs au méme endroit figure 1, 
West pas dti a une croissance microbienne, mais au fait que la 
trypaflavine a forte concentration détermine une opacification de 
la gélose. 


-E 
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“I 


Discussion. 


Les faits que nous venons de relater posent deux problémes : 

1° Par quel mécanisme le bactériophage anti-coli parvient-i! 
a surmonter Vobstacle 4 sa multiplication qu’est pour lui la pré- 
sence d’un dérivé de l’acridine ? Mais pour ébaucher une réponse 
a cette question, il nous faudrait connaitre le mode d’action de 
ce dérivé sur le bactériophage, et, comme la multiplication du 
bactériophage est liée & Vactivité biochimique du microorganisme 
qu il parasite, surtout le mode d’action du dérivé sur le coli- 
bacille. 

2° Le second probleme est celui qui se pose chaque fois que 
l'on observe une modification du comportement d’une population 
sous l’influence d’une altération du milieu. S’agit-il d’une sélec- 
tion d’un type préexistant, mutant si l’on veut, seul apte a se 
multiplier dans Je nouveau milieu, ou bien est-ce le nouveau 
milieu qui, par induction, provoque l’apparition de mutants 
capables de s’y développer ? Ou bien encore des individus, placés 
dans le nouveau milieu, s’adaptent-ils, au cours de leur crois- 
sance et de leur multiplication, les généralions successives per- 
fectionnent cette adaptation, cette progression étant d’ailleurs 
limitée par une certaine concentration de |’élément nocif ? 

Sans vouloir refaire Vhistorique de l’accoutumance des micro- 
organismes aux substances toxiques, qui, depuis les recherches 
fondamentales d’Effront sur l’action des fluorures sur la levure. 
a fait Pobjet de nombreux travaux, et en nous limitant a Vaction 
des dérivés de l’acridine sur des organismes inférieurs, nous 
rappellerons que, dans certains cas du moins, une explication 
satisfaisante de leur résistance a pu étre donnée. C’est ainsi que 
N. V. Jancso [8], mettant 4 profit la fluorescence de la trypa- 
flavine, a pu constater que des trypanosomes normaux soumis 
a Vaction de ce colorant, présentaient des blépharoplastes lumi- 
neux, les blépharoplastes des trypanosomes résistants ne s’éclai- 
rant pas. La trypaflavine ne pénétre pas chez ces organismes 
résistants, leur membrane s’étant modifiée. 

Bien que certaines expériences osmotiques et cerlaines images 
dues au microscope électronique [9] (virus T,, T, et T,) plaident 
en faveur de l’existence d’une membrane bactériophagique, une 
hypothése similaire ne pourrait expliquer la résistance du bacté- 
riophage aux dérivés de Vacridine. En effet, d’apres Fitzgerald 
et Babbit [4], ces dérivés n’ont aucun effet destructeur direct 
sur le bactériophage, leur action se limite A freiner la multipli- 
eation. Pour MclIlwain [40], qui a étudié V’action de leuflavine 
sur le colibacille, celle-ci aurait pour effet de se combiner a un 
substrat, le rendant ainsi inutilisable. Ce substrat, que lon 
retrouve dans un extrait du commerce (marmite) et qui peut éga- 
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lement étre fourni par la phénylalanine, donnée en exces, neu- 
tralise l’effet de l’euflavine. Si l'on augmente encore la concen- 
tration de l’euflavine, celle-ci entrave l’action de systemes enzy- 
matiques, remplacables par des transmetteurs d’hydrogene (bleu 
de méthyléne, pyocyanine). I] faudrait donc admettre, dans ce 

que le colibacille résistant soit parvenu a utiliser un trans- 
metteur dhydrogéne de rechange, suppléant au transmetteur 
bloqué. 

Les études d’Albert et de ses collaborateurs |44, 42], qui ont 
montré qu'il existe une relation entre la constante de dissocia- 
tion d'un dérivé et son activité bactériostatique, ont mené ces 
auteurs & des conclusions se rapprochant de lopinion de 
Mcllwain. 

Les dérivés de Vacridine seraient des antiseptiques cationiques, 
se combinant avec des groupements carboxyles au niveau de sys- 
lemes enzymatiques essentiels de la cellule microbienne. Fer- 
guson et Thorne [43] ont classé 5 amino-acridines d’une part 
@aprés leur action inhibitrice sur Voxydation du glucose, de 
Vacide pyruvique, de lacide lactique, de asparagine et de 
Vacide oléique. L’ordre de classement est différent dans les 
deux cas; l’action sur les oxydations énumérées. action anli- 
catabolique, n’est done pas le mécanisme principal de la bacté- 
riostase. Cependant, Speck et Evans [414], bien qu’ayant noté une 
action de la mépacrine sur Vhexokinase et la déshydrogénase 
lactique de Plasm. gallinaceum, a des concentrations a vrai dire 
tres supérieures aux doses thérapeutiques, pensent plutot que cel 
antimalarique agit en imbhibant des processus oxydatifs du para- 
site (oxydation de lacide lactique et pyruvique). A rapprocher 
de ces constatations sont les expériences de D. S. Davies, citées 
par Hinshelwood [45]. Cet auteur aurait constaté une augmenta- 
tion de Vactivité de la déshydrogénase glycérique chez B. lactis 
aerogenes adaplté a de fortes concentrations de proflavine. 
D’autre part, Cole [46] a observé une diminution de l’activité de 
la catalase du méme bacille en présence de proflavine. Notons 
également Vobservation de Silverman et Evans [47] sur leffet 
antagoniste de la spermine et de la spermidine vis-a-vis de la 
mépacrine agissant en inhibiteur de la croissance du colibacille, 
alors que divers autres amines et acides aminés n’ont pas cel 
effet. Ces résultats, confirmés par Miller et Peters [48], liés au 
fait que Voxy dation de la spermidine par le B. pyocyanique est 
inhibée par la mépacrine, paraissent indiquer un autre point 
daction des dérivés de Vacridine. 

Mcllwain [40] avait déja, en 1941, constaté un antagonisme 
entre DPeuflavine et le nucléate de Na, Vacide adénylique, etc.. 
en étudiant la croissance du B. coli, et Massart et Van den Dacle 
ont étudié [49] la fixation des acridines sur ce méme bacille. 
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Aussi, Fitzgerald et Lee [4] ont-ils pu, au moyen d’acide ribo- 
nucléique, supprimer les effets des dérivés de l’acridine sur Ja 
multiplication du bactériophage. Ces auteurs émettent Vhypo- 
thése d’une action des acridines sur l’acide nucléique ou sur une 
substance apparentée. 

Le fait que les acridines et les acides nucléiques forment des 
complexes et que Vinhibition de la multiplication du_bactério- 
phage par les acridines peut étre levée par addition d’acide 
nucléique ne doit pas nécessairement nous amener A la couclu- 
sion qu'il s’agit 1a du mode d’action de ces colorants. 

D’autres substances parlaitement étrangéres a la composition 
chimique du B. coli ou du bactériophage ont des effets analogues 
a ceux de lacide ribonucléique. Nous avons déja mentionné brié- 
vement [20], qu’il existe un effet antagoniste net en ce qui 
concerne la multiplication du bactériophage anti-coli, entre la 
trypaflavine dune part et Phéparine ou lester sulfurique de la 
cellulose d’autre part. A titre d’exemple, du bactériophage dilué 
de facon a Utrer 400 particules par centimétre cube au début de 
Vexpérience atteint apres vingt-quatre heures un titre de 
2.500 10° particules par centimétre cube. En présence de trypa- 
flavine, le titre, aprés vingt-quatre heures, n’est que de 
154 10® particules par centimétre cube, mais en présence de 
trypaflavine et d’héparine (liquémine Roche), on obtient un titre 
de 2.370 10° particules par centimétre cube; 11 n’y a, bien 
-entendu, aucune parenté chimique entre lVacide nucléique d'une 
part, ces esters sulfuriques d’autre part. Mais dans les deux cas 
il s’agit de polymeres 4 poids moléculaire élevé, présentant de 
nombreux groupements électropolaires négatifs. Il se pourrait 
done que l’effet de acide nucléique sur l’acridine soit du a ces 
propriétés, empéchant ainsi cette substance d’atteindre son point 
d’action réel, et non pas & un apport compensateur d'acide 
nucléique remplacant celui bloqué par le dérivé de Vacridine. 
Dans |’état actuel encore assez vague de Ja question, on peut 
done admettre que les dérivés de Vacridine doivent leur action 
bactériostatique soit & une action sur des processus enzymatiques, 
soit 4 un blocage de substrats essentiels. 

Mais le taux auquel agissent les acridines au cours de ces 
essais est tres inférieur a leur taux bactériostatique ; la paralysie 
enzymatique n’est pas complete, le colibacille peut se multiplier 
a vitesse peut-étre réduite, soit en utilisant un systéme enzyma- 
tique partiellement bloqué, soit en utilisant un systéme de 
rechange moins efficace. Dans l’un des cas, on ne voit pas pour- 
quoi la compétition entre le bactériophage et le colibacille pour 
un systéme enzymatique restreint se cléturerait au détriment du 
parasité. On peut, au contraire, admettre qu’un processus enzy- 
matique de rechange, tout en permettant tant bien que mal la 
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croissance et la multiplication de lhéte, ne satisfasse plus les 
exigences du parasite. Dans ce cas, le bactériophage résistant 
aurait réussi a se servir de cette nouvelle vole enzymatique. 

Si nous abordons le second probléme, celui du mode d’acqui- 
sition du mécanisme de résistance aux dérivés de l’acridine, nous 
avons a choisir entre l’hypothése d’adaptation et celle de muta- 
tion. I] est tout d’abord évident que dés qu'une cellule ou par- 
ticule a acquis, peu importe le mécanisme, la capacité de se 
multiplier dans un certain milieu moins favorable 4 ses congé- 
néres, la sélection jouera en sa faveur. 

Le comportement du bactériophage 9 N a été suivi pendant 
25 passages en bouillon ordinaire, le titre passant chaque fois 
de 10* 4 10° particules en moyenne, ou, si l’on veut, a chaque 
passage chaque particule a donné naissance 4 10.000 particules 
nouvelles. Or, a chaque passage en bouillon ordinaire, il s’est 
formé un certain nombre de particules capables de donner nais- 
sance A des taches vierges sur gélose trypaflavinée. C’est en 
cela que ces particules different de immense majorité des élé- 
ments normaux. Sans avoir en aucune facon subi linfluence de 
la trypaflavine, ces parlicules non seulement se reproduisent en 
milieu irypaflaviné, au sein d’un colibacille, mais les nouvelles 
particules infectent les bacilles environnants, ce processus se 
répétant jusqu’a formation d’une tache vierge. Les particules 
ordinaires, capables peut-étre de se multipher a lintérieur des 
colibacilles sur lesquels elles ont été adsorbées [3], n’ont aucun 
pouvoir infectant pour les germes voisins. Méme si lon admet 
une certaine adaptation au cours des généralions successives 
nécessaires a l’édification d’une tache vierge, il n’en est pas 
moins certain que la particule initiale, née dans le bouillon ordi- 
naire, est différente de la majorité. Nous pensons done que le 
bactériophage normal »N, & chaque passage et sans aucun 
contact avec une acridine, produit un certain nombre de mutants, 
doués du pouvoir de multiplication en milieu acridiné, sans qu’il 
soit question d’induction par ce milieu. 

Ainsi que le fait remarquer Luria [24] 4 propos des mutations 
de germes résistants au bactériophage, les mutations rares pré- 
sentent de grandes fluctuations ; celles-ci témoignent de la spon- 
lanéité de la mutation, Car si la mutation était induite par le 
milieu, la proportion de mutants ne varierait pas d’un passage 
i Pautre. Mais si les mutants se forment avant d’entrer en 
contact avec le milieu inhibiteur, le hasard seul préside a leur 
naissance. Or, comme on peut s’en rendre compte en examinant 
les quotients gélose ordinaire/gélose trypaflavine du oN, la pro- 
portion de particules résistantes est soumise a des fluctuations 
importantes : elle va de 1 particule résistante pour 40.000 environ 
dans le cas du treiziéme passage A 1 particule résistante pour 
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270 millions dans Je cas du vingt-cinquiéme passage. Des consi- 
dérations identiques peuvent étre émises en ce qui concerne le 
nombre de particules résistantes au rivanol ou a la mépacrine. 

Cette mutation, dés qu’elle est acquise et que les particules 
normales ont été éliminées par sélection, se maintient pendant 
20 passages en bouillon ordinaire. Les fluctuations que l’on 
observe au cours de ces passages (voir quotients ¢ TBO, o RBO 
et ¢ MBO) ne nous paraissent pas assez importantes pour que 
l’on puisse songer a un retour a la particule ancestrale oN. En 
d’autres termes, il ne s’agit pas de ce que certains auteurs ont 
qualifié de mutation en retour (Riickmutation) et qui parait bien 
improbable (voir a ce sujet les considérations de Bucher et de 
Doerr [22]. 

Remarguons en terminant que la résistance d’une particule 
a un dérivé de l’acridine lui confére également une résistance 
envers les deux autres dérivés essayés, ceci malgré la dissimi- 
litude des chaines latérales des trois dérivés ; c’est donc la résis- 
tance au noyau acridine qui caractérise cette particule. 


RESUME. 


1° Un bactériophage anti-coli produit réguliérement des _par- 
ticules résistantes aux dérivés de l’acridine ; 

2° Cette résistance est héréditaire ; 

3° La résistance a un dérivé entraine la résistance aux autres. 
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MICROCOCCUS (COCCOBACILLUS) MYCETOIDES, 
AGENT ETIOLOGIQUE DE L’'ULCERATION TROPICALOIDE 


par Atpo CASTELLANT (*), 


professeur & l'Institut de Médecine Tropicale de Lisbonne. 


Ce microorganisme a été isolé par moi en Libye (1941-1942) a 
partir de nombreux cas d’une ulcération de la jambe, unique ou 
multiple, assez superficielle, trés contagieuse, qui durait depuis 
trois a six mois ou plus. Plus tard, j’ai rencontré quelques cas 
de cetle méme ulcération en Italie. La grande majorité des méde- 
cins locaux en Afrique ont identifié Vulcération avec le véritable 
« ulcére tropical » (Ulcus tropicum), généralement considéré 
comme causé par l'association Spirochaeta vincenti-Bacillus fusi- 
formis (fusiformis fusiformis) ; quelques autres l’ont identifiée 
avec |Ulcus veldis, que les auteurs modernes, aprés_ les 
recherches de H. H. Scott, Craig, etc., considérent comme d’ori- 
sine diphtérique (voir Manson- Bahr, Tropical Diseases, édition 
195 50, 686). Comme je n’y ai jamais tr ouvé de spirochetes, ni de 
bac.lle fusiformis, ni de bacille diphtérique vrai, et aussi en raison 
de ses caracléres cliniques, j'ai séparé cette ulcération des deux 
aulres et je l’ai appelée « ulcére tropicaloide » (Uleus tropica- 
loides), ou « ulcére mycétoide » ou « ulcére mycétoide du désert ». 
J’en ai donné la description clinique dans le Journal of Tropical 
Medicine a. Hygiene {4}. 

Caractéres morphologiques et tinctoriaux du microorganisme. 
— Dans les lésions le microorganisme se présente comme un petil 
coccus ou un petit coccobacille, Gram-négatif. Dans les cultures, 
le microorganisme, lorsqu’il a été récemment isolé, est Gram- 
négatif ; ensuite il présente souvent des phases de Gram-négati- 
vilé et de Gram-positivité alternant irréguli¢rement, et il peut se 
présenter sous forme coccoide, coccobacillaire ou parfois méme 
franchement bacillaire. 

Cultures. — Sur gélose italienne, le germe se développe peu 
abondamment, les colonies sont trés petites, non pigmentécs, 
streptococcoides. Sur gélose italienne trypsinée, le développe- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 octobre 1950. 
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ment est un peu plus abondant, pas de pigmentation. Sur gélose 
portugaise et sur gélose américaine Difco, le développement est 


Fic. 1. — Ulcére tropicaloide nature . 


Fic, 2. — Uleére tropicaloide expérimental, obtenu por inoculation 
dune culture pure de Wicroco cus (Caccobacillus) mycetoides. 


beaucoup plus abondant et il y a production d’un pigment jaune. 
Celte production est beaucoup plus accentuée si, au milieu de 
culture on ajoule du glucose ou du lévulose a 2 Pp. 100 Sins 
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partir de cultures pigmentées sur gélose portugaise ou américaine 
on fait des repiquages sur gélose italienne, le pigment disparail 
pour reparaitre si on reporte les cultures sur gélose portugaise 
ou américaine Difco. 

Sur bouillon : généralement turbidité diffuse. Pas de pellicule. 
Cocci arrangés en couples, petits groupes et petites chainettes. 

Caractéres de fermentation. — Il y a généralement production 
d@acidité dans le glucose, lévulose, maltose, lactose, galactose, 
saccharose et quelquefois dans d'autres 
carbohydrates. Il n’y a jamais produc- 
tion de gaz. 


Action protéolytique. — La _ gélatine 
et le sérum coagulé ne sont pas liquéfiés. 

Action coagulante. — Le lait n’est pas 
coagulé. 


Présence du microorganisme dans la 
léston initiale et dans les lésions ou- 
vertes. — Dans la lésion initiale qui est 
généralement une vésicule ou une bulle 
aplatie, le microorganisme est présent 
en culture pure ; il n’y a pas d'autres 
germes. Dans l’ulcération ouverte il y 
a naturellement une flore bactérienne 
associée, consistant principalement en 
staphylocoques et en bacilles diphté- 
roides, mais avec des cultures de ces 
microorganisme on ne peut pas repro- 


dutre-] uleeraon. Fic. 3. — 'l, Micrococcus 
Pouvoir pathogéne. — L’application (Coccobacillus) mycetoi- 
d'une petite quatité de culture pure sur des, sur gélose italienne 
une scarification reproduit chez l’homme (non trypsinée); I, M. my- 
cetoides sur gélose por- 


Pulcére typique. Le microorganisme na tugaise. 
aucune action pathogéne sur les animaux 
de Jaboratoire (lapin, cobaye, souris). 

Classification. — La classification du microorganisme est diffi- 
cile. Au commencement de mes recherches j’ai pensé a le placer 
parmi les streptocoques a cause principalement des petites colo- 
nies délicates qu’il forme sur gélose italienne, mais j’ai aban- 
donné bientdt cette idée puisque : 1° dans les lésions et dans les 
cultures, quand il a été récemment isolé, Je microorganisine est 
Gram-négatif ; 2° sur gélose américaine Difco et sur gélose portu- 
gaise il y a production de pigment jaune ; 3° il existe de nom- 
breuses formes coccobacillaires et méme franchement bacillaires. 

A cause du pigment jaune tendant parfois un peu au verdatre 
dans les cultures sur gélose américaine Difco et sur gélose portu- 
gaise, on pourrait penser, & un examen superficiel, au Staphylo- 
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coccus cilreus, mais le Staphylococcus citreus donne également 
du pigment sur gélose italienne; il liquéfie la gélatine, il est 
toujours Gram-positif et ne montre pas de formes bacillaires. 
Pour le moment, je pense qu’il convient de se contenter de 
Vappeler Micrococcus (Coccobacillus) mycetoides, nom que je !ui 
ai donné en 1942 (*). 
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ERRATUM 


Ces Annales, 1950, 79, 926, table alphabétique des matiéeres, sous la 
rubrique « Notice nécrologique », il faut ajouter : + Frederick William 
Twort (1877-1950), p. 901. 


(*) Je serai heureux d’envoyer des cultures de ce microorganisme aux 
médecins qui en feront la demande. 
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COMMUNICATIONS 


ACTIVITE BACTERIOSTATIQUE /W V/TRO ET IN VIVO 
D'UNE THIOSEMICARBAZONE (T.B.I.) 
SUR LE BACILLE TUBERCULEUX 


par Eriexne BERNARD et B. KREIS. 


(Hépital Laennec.) 


Le para-acétyl-aminobenzaldéhyde-thiosemicarbazone (T. B. 1.) est 
entré assez récemment dans la thérapeutique de la tuberculose. Nous 
avons cherché & mettre en évidence son action bactériostatique in vivo 
par la méthode de microculture sur lames dans le sang du malade, 
que nous avons exposée ailleurs. 

1° In vitro. — Le T. B. 1. inhibe la culture du bacille de Koch a des 
concentrations trés faibles. Nous avons vérifié qu’il suffit de déposer 
un comprimé de 50 mg du produit (préalablement stérilisé) sur un 
tube de milieu de Lowenstein ou de Petragnani largement ensemencé 
pour observer une zone étendue d’inhibition de la culture. 

En milieu liquide de Youmans nous avons constaté une inhibition 
manifeste, au quatriéme-sixiéme jour, 4 des concentrations variant de 
10-2 a 10-4 mg par centimétre cube de milieu selon les souches 
utilisées ; cette inhibition est aussi marquée pour une souche aviru- 
lente d’origine bovine comme le BCG que pour les bacilles humains 
pathogeénes. 

Contrairement a ce qui a été parfois avancé il ne s’agit nullement 
d’une action bactéricide, mais seulement d’un retard et d’une dimi- 
nution de l’abondance de la culture. Ce retard est de peu de durée : 
au dixiéme jour il est fréquent d’observer une culture manifeste 4 une 
concentration de 10-3 mg par centimétre cube, alors que la culture 
semblait négative au sixiéme jour. La pousse tardive ainsi cbservée 
peut s’expliquer en partie par la destruction progressive du produit 
dans le milieu de culture : en effet, selon des constatations inédites de 
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N. Rist, le T. B. I. perd en milieu de Youmans, a létuve, 4/5 de sa 
valeur en quinze jours. Mais il faut incriminer aussi, fait important qui 
ne nous parait pas avoir été assez souligné jusqu’ici, le développement 
d’une résistance de la souche. Il nous a été en effet facile, en repiquant 
les bacilles en présence de concentrations de plus en plus élevées du 
produit, d’obtenir des souches résistantes : au troisiéme passage nous 
obtenons ainsi la culture, dans un de nos cas, malgré une concen- 
tration de 10-1 mg par centimétre cube (taux le plus élevé que permette 
la solubilité aqueuse du produit) ; aux quatriéme et cinquiéme passages 
la culture 4 cette concentration est presque aussi abondante que dans 
les tubes témoins sans T. B. I. La résistance persiste méme si l’on 
repique a plusieurs reprises la souche sur des milieux sans T. B. I. (*). 

Nous avons constaté que cette résistance au T. B. I. ne modifiait 
nullement la sensibilité vis-a-vis de la streptomycine ou du P.A.S. 
On sait d’ailleurs que le mode d’action du T. B. I. sur le bacille tuber- 
culeux est différent de celui de ces deux produits, puisqu’il n’est 
inhibé ni par l’acide para-amino-benzoique comme le P. A. S., ni par 
la cystéine ou Je glutathion comme la streptomycine. 

2° In vivo. — Cette étude in vitro était indispensable pour nous 
permettre d’interpréter correctement l’épreuve in vivo. Rappelons que 
celle-ci consiste a prélever du sang, 4 des intervalles variables, chez un 
sujet ayant absorbé le médicament ; 4 mettre en culture dans ce sang 
des lames portant des frottis de crachats tuberculeux ; 4 comparer les 
résultats avec ceux obtenus par la méme technique dans le sang du 
méme sujet en dehors de toute prise médicamenteuse [14]. 

Nous pouvens faire état de 113 cultures, avec souches différentes, 
dans le sang provenant de 22 sujets, tuberculeux en activité, l’examen 
des lames étant fait aprés huit 4 douze jours d’étuve. Dans ces condi- 
tions nous avons constaté une inhibition du développement du bacille 
tuberculeux quand le sang était prélevé de deux a douze heures aprés 
une prise unique, par voie buccale, de 100 mg de T. B. I. Cette inhi- 
bition est moins réguliére lorsque la dose absorbée n’est que de 50 mg. 
et ne dépasse guére la huitiéme heure aprés Ja prise médicamenteuse. 

En effet, avec 100 mg de T. B. I., nous constatons que dans le sang 
préleyé aprés trente minutes la culture est identique 4 celle du témoin ; 
aprés deux heures, elle reste trois fois sur treize semblable a celle du 
témoin, mais se montre nettement plus pauvre dans 5 cas et nulle 
dans 5 cas ; aprés quatre heures, elle est quatre fois sur vingt-deux 
identique a celle du témoin, mais dix fois elle est plus pauvre et huit 
fois se montre nulle ; aprés six heures, elle est pauvre dans 2 cas sur 2 ; 
aprés huit heures, elle est abondante dans 1 cas sur 9, pauvre dans 3, 
nulle dans 5; aprés douze heures, elle est pauvre dans 2 cas sur 2 ; 
apres seize heures, elle redevient abondante cing fois sur six ; aprés 
vingt-quatre heures, elle est abondante sept fois sur sept. 

Avec 50 mg de T. B. I. Vinhibition parait plus tardive (7 cultures 
abondantes sur 8 & la deuxiéme heure) ; elle est cependant manifeste 
au bout de deux cent dix a deux cent quarante minutes (5 cultures 


(*) L’apparition de bacilles résistants chez des malades traités au T.B.I. 
a été déja notée par J. D. Davis et J. A. Schwartz, Trans. of the ninih 
Streplomyein Conference 1950, 216. 
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pauvres sur 7) et se maintient encore aprés huit heures (3 cultures 
pauvres, 2 cultures abondantes) ; aprés dix heures, toutes les cultures 
sont redevenues abondantes. 

Lorsque le séjour des lames a l’étuve, au lieu d’étre arrété des le 
huitiéme ou dixiéme jour est prolongé quinze, vingt, voire trente-trois 
jours, les résultats obtenus se montrent différents : le plus souvent 
une culture abondante est constatée sur toutes les lames. Mais nous 
pensons qu’il s’agit dans ces cas, comme dans nos cultures en milieu 
de Youmans, d’un développement tardif des bacilles, masquant une 
action inhibitrice qui n’a été que transitoire. 

Aimsi nous apportons la preuve d’une action bactériostatique réelle 
du sang des sujets ayant absorbé du T. B. I. aux doses thérapeutiques 
(100 et méme 50 mg). Cette constatation est d’autant plus importante 
que les dosages chimiques ne révélent dans ces conditions que des 
concentrations sanguines maxima du produit trés faibles (moins de 
1 wg par centimétre cube en moyenne aprés une prise de 200 mg de 
T. B. I. selon Simmons et collaborateurs [2], 0,84 ug aprés une prise 
de 100 mg et 0,14 ug aprés une prise de 50 mg selon Hendricks et 
collaborateurs [3]) pouvant paraitre insuffisantes pour géner le déve- 
loppement du bacille. 

Sans doute l’action que nous avons constatée est-elle souvent incom- 
plete et passagére ; toutefois, on ne saurait en conclure 4 une ineffica- 
cité clinique. La destruction des germes soumis aux produits bacté- 
riostatiques reste en effet avant tout le fait des leucocytes ; quand te 
foyer microbien leur est bien accessible, il peut suffire d’une inhibi- 
tion de courte durée des défenses du bacille pour en permettre |’éli- 
mination. 
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ACTIVITE TUBERCULOSTATIQUE SUR LA SOURIS 
DU PARA-AMINO-SALICYLATE DE PHENYLE (FR;) 
EN SOLUTION HUILEUSE OU EN SUSPENSION AQUEUSE 
SEUL OU ASSOCIE A LA STREPTOMYCINE 


par §. AMERICANO FREIRE, Nogt RIST et M»* Francoise GRUMBACII 
(Institut Pasteur. Laboratoires de la Tuberculose.) 
Dans une publication antérieure, S. Americano Freire a montré que 


le para-amino-salicylate de phényle (FR,) est vingt fois plus tuberculo- 
statique in vitro que lacide para-amino-salicylique (P, A. S.). Il a été 
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conduit 4 la synthése du FR, aprés avoir constaté non sculement que le 
Salol (salicylate de phényle) est cing fois plus tuberculostatique que 
Vacide salicylique, mais aussi que le para-acétyl-amino-salicylate de 
phényle est cing fois plus actif que l’acide para-acétyl-amino-salicy- 
lique. Essayant sur la tuberculose humaine le Salo] en injections quoti- 
diennes de 2 cm* d’une solution huileuse 4 50 p. 100 pendant plusieurs 
mois, il a observé dans quelques cas des améliorations évidentes [4]. 
Dans une seconde publication, S. Americano Freire, N. Rist, F. Grum- 
bach et S. Cals [2] ont montré que 1 mg de FR, par jour, par voie 
sous-cutanée, en solution huileuse, est aussi actif sur la tuberculose 
de la souris que 1 mg de sltreptomycine ou que 10 mg de P.A.S. ; 
que le Salol & 20 mg par jour en solution huileuse a la méme activilé 
que 5 mg de P. A. S. et que le para-trichloro-acétyl-amino-salicylate 
de phényle (FR,) est au moins deux fois plus actif que le P. A.S. 
Dans ce travail, ils ont montré qu’il faut in vitro 20 molécules de 
P. A. B. (acide para-aminobenzoique) pour neutraliser 1 molécule de 
FR, alors qu’il suffit d’une molécule de P. A. B. pour neutraliser 
1 molécule de P. A. S., c’est-a-dire que le FR, est vingt fois plus actif 
in vitro que le P. A. S. Les souches résistantes 4 la streptomycine ont 
la méme sensibilité au FR, que la souche H,,Rv. Par contre, une souche 
résistant au P. A. S. résiste également au FR,, le rapport des concen- 
trations inhibitrices de FR, et de P. A. S. restant néanmoins 1/20. 
Dans le présent travail, nous donnons les résultats d’autres essais 
in vivo qui, comme les précédentes expériences, ont été effectués sur 


TasLeau |. — Comoaraison de lactivité tuberculostatique du FR; en 
injection tous les 3 jours de solution huileuse ou suspension 
aqueuse. 


NOMBRE 


Yo bacilles LESIONS 
DOSE NOMBRE par champ 
PR re: ; micr: scopique |! pulmonaires 
mg/20 ¢ de souris | aang les frottis : 
de tissu macroscopiques 


pulmonaire 


Solution huileuse.. . AG) 6 10 +4 
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(1) Injections quotidiennes. 

0, poumons normaux; +, rares granulations grises tras fines; +--+-, nombreuses gra— 
nulations grises irés tines ; +++, nombreuses granulations grises de 0,5 a 1 mm ; 
+++-+, tés nombreuses granulations grisex de 0,5 a tmm ; +-+++4+4, trés nombreuses 
grannlations blanches saillantes ; +, 30 4 80 p. 100 des souris ont des poumons normaux, 
Jes autres méritant la notation +. 
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des souris grises, race dba, infectées par voie veineuse avec 0,05 mg 
de bacilles H,,Rv, cultivés en milieu de Dubos. Toutes les souris ont 
été sacrifiées entre le vingtiéme et le vingt-cinquitme jour de la 
maladie, au moment ot la moitié des témoins sont morts. Le traite- 
ment a été commencé dés le lendemain de 1|’infection. 

Le tableau I résume le résultat de la comparaison de lactivité du 
FR, injecté tous les trois jours par voie sous-cutanée, en solution hui- 
leuse ou en suspension aqueuse. On yoit que aprés 10, 5 et 2 mg 
de FR, en suspension aqueuse il n’y a pas de lésions macroscopiques 
dans les poumons, alors que si on injecte le FR, en solution huileuse 
a la dose de 10 mg tous Jes trois jours, on trouve A l’autopsie des 
Iésions peu importantes et que, a la dose de 5 ect 2 mg, les lésions 
sont plus nombreuses. De méme Ja numération des bacilles dans les 
frottis de tissu pulmonaire en révéle un nombre beaucoup plus grand 
apres injection de solution huileuse. Quand on injecte tous les jours 
1 mg de FR, en suspension aqueuse, les lésions pulmonaires sont moins 
importantes qu’aprés 1 mg de solution huileuse, ou méme qu’aprés 
10 mg de solution huileuse injectés tous les trois jours. Plus frappante 
encore est la différence d’activilé entre 10 mg en solution huileuse 
et 2 mg en suspension aqueuse injectés tous les trois jours. 

Chez la souris, la DL,, aigué sous-cutanée du FR, en suspension 
huileuse est supérieure a 10 g par kilogramme, et en suspension 


Tasieau Il, — Action synergique du FR, en solution huileuse 
et de la streptomycine. 
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(1) Injections tous les trois jours. Toutes les autres doses se rapportent a des injections 


quotidicnnes. 
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aqueuse égale 4 5 g par kilogramme ; par voie buccale, en suspension 
aqueuse, elle est supérieure 4 50 g par kilogramme. Chez le rat, par 
voie musculaire ou sous-cutanée, en suspension huileuse, elle est supé- 
rieure 4 10 g par kilogramme. 

La différence d’action, aussi bien tuberculostatique que toxique, 
entre la solution huileuse et la suspension aqueuse peut étre expliquée 
par l’absorption plus rapide et plus compléte du FR, en suspension 
acjueuse. 

L’association du FR, en solution huileuse a la streptomycine révéle 
une synergie d’action (tableau If). Aprés 1 mg de streptomycine seule 
ou 1 mg de FR,, il y a dams les deux cas des lésions pulmonaires de 
la méme importance et A peu prés le méme nombre de bacilles dans 
les frottis pulmonaires. Si on donne simultanément 1 mg de chacun 
des deux médicaments on ne trouve pas de lésions pulmonaires macro- 
scopiques et les bacilles sont moins nombreux. Pour améliorer consi- 
dérablement l’efficacité de 5 mg de FR,, injectés-tous les trois jours, 
il suffit d’y associer une injection quotidienne de 0,5 mg de strepto- 
mycine, qui par elle-méme est trés peu active a cette dose (tableau II). 

Par voie buccale, aprés 5 mg de P. A. S. ou 5 mg de FR,, on trouve 
des lésions pulmonaires de la méme importance et 4 peu prés le méme 
nombre de bacilles dans les frottis de tissu pulmonaire. Le FR, semble 
done étre hydrolysé dans le tube digestif et agir, par vcoie buccale, 
par le PA. S. qu‘il libére. 
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TRANSPORT DU BACILLE DE KOCH 
PAR LES MOUCHES DOMESTIQUES. 
DUREE DE LA CONTAGIOSiTE 


par Fxernanp TISON. 


Sanatorium de Praz-Coutant [Haute-Savoie ].) 


Dans une récente note A la Société Frangaise de Microbiologie nous 
avions montré combien facilement les mouches domestiques pouvaient 
emporter des bacilles de Koch vivants 4 partir de crachats peu riches 
en germes. 

Nous avons, depuis, procédé a des expériences plus détaillées et plus 
éloquentes 

L’appareil consiste en une boite grillagée munie de deux tiroirs for- 
mant sacs et permettant l’introduction et l’extraction. de boites de 
Petri sans laisser échapper de mouches. Ces deux tiroirs sont distants 
de 15 cm. 
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Expérience I. — Un crachat fraichement émis, non lavé, contenant 
des bacilles en quantité modérée a été introduit par un tiroir. Dans 
Pautre, une cupule stérile contenait une solution stérilisée de glucose 
4a 30 p. 100. Une quinzaine de mouches ont été enfermées dans 
Vappareil. 

Aprés vingt-quatre heures, la solution de glucose a été inoculée sous 
la peau d’un cobaye. Il a été fortement tuberculisé, comme en a 
témoigné l’autopsie faite aprés huit semaines. 

Expérience II, — Elle a pour but de mesurer la durée de contagiosité 
des mouches contaminées. Un crachat trés fortement -positif a été dis- 
posé cette fois dans l’appareil. Il y a été laissé vingt-quatre heures, 
puis retiré. 

Une solution de glucose a été introduite comme précédemment mais 
elle a été changée toutes les vingt-quatre heures et inoculée chaque 
fois 4 un animal. Ceci jusqu’au sixiéme jour. 

Le premier animal inoculé a été fortement tuberculisé, ce qui vient 
en confirmation de l’expérience précédente. 

La deuxiéme solution a encore tuberculisé l’animal. 

A partir du troisiéme jour la solution n’avait plus de pouvoir infec- 
tant. 

Il semble done qu’en mati¢re de tuberculose, et méme & l’abri du 
soleil, les mouches ne peuvent transporter des germes vivants plus de 
vingt-quatre heures. 

Comment se fait ce transport ? 

Plusieurs mécanismes peuvent ¢étre invoqués 

Les pattes, les poils du corps de la mouche peuvent se charger de 
particules bacilliféres. 

D’autre part, pour rendre absorbables les particules solides, l’insecte 
crache du liquide destiné 4 les dissoudre. Ce liquide avalé et regurgité 
a plusieurs reprises peut étre la cause de la souillure du sucre, en 
particulier. 

Les excréments, enfin, peuvent contenir des germes. 

Toutes ces questions ont fait l’objet de recherches de la part des 
hygiénistes ; récemment encore, Emmel [4] et Pipkin [2] ont consacré 
des travaux A la transmission de certaines maladies. 

Nous avons voulu voir si, dans les organes internes des mouches, 
la survie des bacilles de Koch était plus longue, si une sortie tardive 
était possible, ou si un animal pouvait se contaminer en avalant l’in- 
secte (comme le font les chiens, par exemple). 

Eupérience III, — Elle est calquée sur la précédente, mais cette fois, 
au lieu d’inoculer une solution glucosée au cobaye, c’est l’insecte entier 
qui a été injecté apres broyage dans la peau d’un cobaye. Toute suppu- 
ration banale était évitée par la présence de pénicilline [3]. 

Les résultats furent comparables. 

Que conclure de ces constatations : 

1° Les mouches peuvent transporter des bacilles tuberculeux vivants 
a partir de produits bacillaires peu riches. 

Elles peuvent les déposer sur des aliments. 

2° Méme 2 l’abri du soleil, cependant, la durée de contagiosité est 
limitée A moins de vingt-quatre heures pour la Musca domestica. Dans 
les organes internes de l’insecte la survie du bacille est courte. 
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Méme si une mouche ne peut voler que quelques instants 4 100 km 
i Vheure, il n’en reste pas moins vrai que la contagion peut se faire 
a grande distance, d’autant plus qu’elle peut étre déplacée par le vent. 

Ceci doit étre un argument de plus en faveur de la sévérité pour 
Vhygiéne des crachoirs et des pansements. 

Quant a la lutte contre les mouches, les moyens modernes deyraient 
la rendre plus efficace. 

Cette petite note ne vise pas 4 Voriginalité. Mais son but sera rempli 
si elle peut & nouveau attirer l’attention sur ce point comme il a été 
fait & l’Académie de Médecine en 1910, & la Commission d’Hygiéne en 
1913 ; ce qui avait abouti 4 Ja campagne de 1’Institut d’Hygiéne Sociale 
en 1914. 
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SECOND CAS FRANGAIS DE SEPTICEMIE ANAEROBIE 
A CORYNEBACTERIUM AviDUM 


par A.-R. PREVOT et M. HUET. 


(Unstitut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Dans un cas de septicémie de type continu survenue chez un Nord- 
Africain de 33 ans (1), une série d’hémocultures pratiquées en aéro- 
hiose étant restées stériles, le D™ Siguier fit pratiquer une hémoculture 
en ana¢robiose qui fut positive. L’isolement du germe en gélose pro- 
fonde donna une culture pure d’un anaérobie que nous avons déter- 
miné comme étant une variété nitrato-réductrice de Corynebacterium 
avidum (Eggerth) P. 1938. Nous rappelons que ce germe est un petit 
batonnet immobile, asporulé, Gram-positif, en chainettes pseudo- 
ramificges, présentant de nombreuses granulations métachromatiques 
et des renflements discrets en massues. Il est trés peu réducteur (ne 
réduit méme pas la phénosafranine). Ses cultures sont trés légérement 
gazogénes, mais non fétides. La croissance en gélose profonde présente 
un maximum en disque 4 1,5 cm de la surface libre, signe d’une 
microaérophilie modérée et les colonies sont lenticulaires. Il liquéfie 
la gélatine en quatre jours, coagule le lait, n’attaque pas les protéines, 
fait fermenter glucose, lévulose, maltose, galactose, saccharose, lactose 
et glycérol. I] ne réduit pas les sulfites en sulfures, mais contrairement 


(1) Malade du Service du Professeur Lian (Clinique Médicale de la Pitié) 
que nous remercions trés vivement. L’observalion compléte de ce cas sera 
publiée ultérieurement par le Dr Siguier & la Société Médicale des Hopitaux 
de Paris. 
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a l’espéce-type, il réduit les nitrates en nitrites. Enfin, nouvelle diffé- 
rence avec l’espéce-type, c’est un ferment formo-propionique-lactique, 
mais il produit comme elle NH8, SH2 et indol. Cette souche n’a montré 
aucun pouvoir pathogéne pour le cobaye ni pour la souris. Elle ne 
sécrétait ni toxine ni hémolysine. 

Il s’agit done d’une variété nitrato-réductrice et formo-propionique 
de Corynebacterium avidum. 

C’est le deuxiéme cas de septicémic due A cet anaérobie qui a été 
étudié dans notre service depuis deux ans. Le premier cas étudié [4] 
provenait de l’Hépital Pasteur ; il s’agissait d’une septicémie récurrente 
a période de sept jours, chez une femme d’une soixantaine d’années, 
ayant abouti a la mort. Le diagnostic de lymphogranulomatose maligne 
ne fut fait qu’a lautopsie, les signes capitaux de la maladie de 
Hodgkin ayant manqué (ni adénopathie, ni cellule de Sternberg). Cette 
premiére souche s’était montrée pathogéne pour le lapin, qu’elle tuait 
en trois semaines. Elle était agglutinée au 1/100 par le sérum de la 
malade (mais non par des sérums normaux). Nous avions rapproché 
a cette époque notre cas de ceux ott Bunting et Yate avaient isolé Cory- 
nebacterium hodgkini, mais nous nous bornions A ne voir dans cette 
conjonction qu’une nouvelle contribution a4 ]’étude du réle des Coryne- 
bactéries dans l’évolution de cette maladie, nous obligeant toutefois A 
envisager avec faveur la nouvelle théorie de P. Jacob qui la considére 
comme une maladie frontiére, pouvant s’intégrer dans l’étiologie xéno- 
eénique des tumeurs, c’est-a-dire tenant compte a la fois de la théorie 
inflammatoire et de la théorie néoplasique : les cellules de Sternberg 
matures étant issues des grandes cellules inflammatoires de Langhans 
qui, accidentellement, se transformeraient en cellules néoplasiques de 
la lignée maligne. 

Depuis cette époque Champ Riley et Gailland [2] ont publié un cas 
de lymphogranulomatose maligne abdominale sans adénopathie ni 
cellule de Sternberg et révélé uniquement par de l’anémie avec leuco- 
pénie et éosinophilie, accompagnées de fiévre du type Pel-Ebstein. Ils 
rapprochent cette observation de 15 autres semblables publiées par 
divers auteurs, en incitant les cliniciens 4 penser 4 la maladie de 
Hodgkin de l'appareil lymphoide abdominal chaque fois qu’ils se trou- 
vent en présence de cette triade. L’origine de la fiévre peut étre pour 
eux d’origine infectieuse. 

Or dans la septicémie actuelle nous voyons : 

1° Eosinophilie marquée ; 

2° Splénomeégalie ; 

3° Résistance de la fiévre aux antibiotiques : pénicilline d’abord, 
auréomycine ensuite, enfin chloromycétine, celle-ci ayant été instituée 
quand nous avons constaté in vitro que la souche était inhibée par 
0,1 mg de cette derniére ; 

4° Un traitement d’épreuve par radiothérapie profonde amena 4 la 
cinquiéme séance et pour la premiére fois la chute de la température 
et la régression de la splénomégalie. Ainsi sams pouvoir apporter autre 
chose que ce faisceau d’éléments en faveur d’une lymphogranuloma- 
tose maligne, nous constatons que dans 2 cas de septicémie a C. avidum 
étudiés par nous du point de vue bactériologique, lun était lié indis- 


> 


cutablement 2 une lymphogranulomatose maligne et l’autre & un syn- 
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drome fébrile continu accompagné d’éosinophilie et de splénomégalie 
sur laquelle la radiothérapie profonde a eu un effet sédatif remarquable. 

Ces faits doivent inciter tous les cliniciens et les bactériologistes qui 
s’intéressent A la maladie de Hodgkin A pratiquer des hémocultures 
en anaérobiose avant tout traitement chaque fois qu’on soupgonnera 
cette maladie et que les signes capitaux (adénopathies et cellule de 
Sternberg) seront absents. 
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REMARQUES SUR LA FLORE ANAEROBIE 
DES BOUES LAGUNAIRES 
DE LA BAIE DE RIO-DE-JANEIRO 


par J. MALGRAS et N. ALADAME. 


(Institut Pasteur. Service des Anuérobies.) 


Au cours de ses recherches sur les bactéries anaérobies des boues 
fluviales et lagunaires d’Europe et d’Afrique, A.-R. Prévot (1) a mis 
en évidence la grande fréquence du groupe Cl. bifermentans-Cl. vale- 
rianicum-Cl. caproicum et la rareté des anaérobies pathogénes, ceux-ci 
étant pratiquement limités & W. perfringens, assez fréquent en France 
et rarissime en Afrique. Frappé par l’odeur sulfhydrique intense qui 
se dégage des lagunes de la Baie de Rio-de-Janeiro, A.-R. Prévot vy a 
pratiqué deux prélévements dont il nous a confié l’étude. Ces préle- 
vements ont été effectués le 14 septembre 1950 et leur étude a com- 
mencé le 16 septembre par les méthodes habituelles. 

I. Prélévement Br I ; Lagune Rodrigo Freitas. Boue noire fétide. Deux 
souches anaérobies y sont isolées. 

Cl. valerianicum : Cette souche est trés fétide (odeur nettement féca- 
loide), a des colonies bourgeonnantes (en akéne de lentilles), pro- 
duit NH,, SH,, indol, éthanol, cétones, les acides isovalérianique et 
acétique (1/1) et lacide lactique ; elle est légérement hémolytique. Elle 
ne réduit pas les nitrates en nitrites, mais elle réduit les sulfites en 
sulfures. 

W. perfringens : cette souche, trés active du point de vue fermen- 
taire, est trés peu pathogéne. 

Il faut 2 cm* de culture pour provoquer un phlegmon gazeux mortel 
chez le cobaye, mais la cavité creusée au sein des masses musculaires de 
la cuisse par la collagénase est trés importante. Le pouvoir hémolytique 


(1) A.-R. Privor, ces Annales, 1947, 76, 222 et 409; 1948, 74, 157. 
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est faible ; la toxine, trés faible, est entiérement neutralisée par le 
serum anti-A. C’est donc bien lespéce-type W. perfringens A. 

TL. Prélévement Br II : Plage Ilha do Pinheiro (température 22°, sali- 
ay 27 p. 1000) ; boue noire, peu fétide. Une souche anaérobie y est 
isolée : 

Cl. caproicum :; cette souche est fétide, ses colonies sont bourgeon- 
nantes (akénes de lentilles). Elle noircit le sérum coagulé. Elle ne réduit 
pas les nitrates en 1.itrites, mais réduit les sulfites en sulfures. Elle 
produit NH,, SH,, indol, éthanol, cétones et les acides caproique /acé- 
tique (1/2) et lactique. Elle n’est pas hémolytique. 

Conclusions: La boue des lagunes de la Baie de Rio-de-Janeiro 
présente la méme flore anaérobie que les boues fluviales et lagunaires 
d'Europe et d’Afrique : Cl. valerianicum, Cl. caproicum et W. per- 
fringens. 

L’intensité de la désulfhydrilation que provoquent ces trois espeéces 
suffit a expliquer l’odeur sulfhydrique de ces lagunes et Ja couleur 
noire de leur boue, oti les sulfures se précipitent. 


ETUDE DE 26 SOUCHES DE MORAXELLA LWOFFI 
par D. et M. PIECHAUD et L. SECOND. 


Unstitut Pasteur. Laboratoire de Microbiologie.) 


Le genre Morazella (Lwoff, 1939 [4]) comprend actuellement, a coté 
des especes classiques, M. lwoffi décrite en 1940 par A. Audureau [2]. 
Nous avons eu l’occasion d’étudier récemment 26 souches, 16 Morazella 
lwoffi (parmi lesquelles 2 souches d’Audureau conservées & la collection 
de 1'Institut Pasteur) et 10 souches semblables par tous leurs caractéres, 
a l’exception de certaines fermentations des hydrates de carbone. Presque 
toutes ces souches proviennent de produits pathologiques : pus rhino- 
pharyngien (2) ; sinusal (1) ; otite (1) ; conjonctivite (2) ; liquide céphalo- 
rachidien (5) ; sang (2) ; pus d’abcés musculaire (1) ; d’abcés sous-phré- 
nique (1) ; d’abcés du rein (1) ; ascite (1) ; cystite (1) ; uréthrite (1) ; 
selles (3). Cependant, 3 souches proviennent des eaux ou de Ja terre et 
une est d’origine inconnue (étiquetée Alcatigenes fecalis 4 la N. C. T. C. 
américaine). 8 de ces germes étaient en culture pure dans le liquide 
céphalo-rachidien, le sang et l’ascite. Nous ne connaissons pas les 
détails cliniques des différentes maladies au cours desquelles ces 
Morazella furent isolées, cependant nous savons qu’il y eut 3 ménin- 
gites post-opératoires (dont une associée & une conjonctivite), et que 
Vévolution des 5 méningites fut fatale. 

Les 26 souches étudiées présentent la méme morphologie : 

Ces bactéries, d’une largeur moyenne de 1 y, sont immobiles a l’état 
frais comme en gélose molle. Elles se colorent bien par les couleurs 
d’aniline, se décolorent par la méthode de Gram, mais ont quelquefois 
tendance A retenir le violet. Nous n’avons jamais observé de capsules. 
Sur gélose en culture de vingt-quatre heures, elles se présentent sous 
forme de coques, de diplocoques, de coccobacilles, de diplobacilles courts. 
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On trouve de rares formes nettement bacillaire. ou méme trés longues 
et plus ou moins flexueuses. Cette morphologie sur milieu solide évo- 
querait souvent celle d’une Neisseria, si l’on ne trouvait pas ces formes 
bacillaires. En bouillon de vingt-quatre heures, 4 la surface, dans le 
voile ou dans l’anneau, on trouve surtout des coques et des diplocoques ; 
dans la profondeur, des bacilles et diplobacilles courts, moyens ou longs, 
el, parfois, des chainettes de quelques éléments. 

La coloration par la fuchsine phéniquée donne un aspect bipolaire 
plus ou moins net des formes bacillaires et une coloration annulaire 
des formes en coque. On remarque ‘ne division par étranglement 
profond avec parfois persistance d’un filament entre les bactéries filles, 
mode de séparation trés différent de celui des Entérobactériacées. Leur 
morpho'ogie nucléaire, étudiée par la méthode de Robinow [3] ou par 
la coloration directe 4 l’éosinate [4], permet de les distinguer, d’une 
part des Neisseriacées, d’autre part des Entérobactériacées. En effet, 
le noyau finement réticulé occupe la presque totalité de la cellule et sa 
division se fait par étranglement en méme temps que celle du cyto- 
plasme. 

Nos souches cultivent sur les milieux ordinaires 4 la température 
de 37° ou mieux de 30°. En bouillon elles donnent un trouble homo- 
gene, avec des ondes moirées ; un anneau ou un voile fragile se forme 
a la surface. Sur gélose, les colonies blanchatres, luisantes, rondes, 
réguliéres, sont parfois bombées et coulantes ; certaines souches peu- 
vent donner un deuxiéme type de colonies plus transparent et bleuté. 
Sur pomme de terre, la culture brillante et jaune chamois apparait en 
vingt-quatre heures. Nos germes ne poussent qu’da la surface des 
géloses profondes ; ils sont aérobies stricts. Aucun ne donne d’indole 
ou d’SH,, aucun ne rend fluorescent le rouge neutre ou n’hydrolyse 
lurée en milieu urée-tryptophane [5]. Le petit-lait tournesolé est tou- 
jours alcalinisé. La gélatine n’est pas liquéfiée. 

Nous avons étudié leur action sur les hydrates de carbone 4 1 p. 100 
(eau peptonée au rouge de phénol) en utilisant les produits suivants : 
arabinose, xylose, glucose, lévulose, galactose, saccharose, maltose, 
lactose, glycérine, mannite, dulcite et sorbite. 16 de nos souches ne 
fermentent aucun de ces corps. 10 d’entre elles utilisent arabinose, 
xylose, glucose et galactose ; le virage de ]’indicaleur débute en surface 
dés le premier jour et gagne rapidement la profondeur. Dans le 
milieu synthétique décrit par A. Audureau [2], milieu dans lequel 
tous nos microbes se développent méme aprés plusieurs repiquages si 
on utilise l’alcool éthylique comme source de carbone, les 10 souches 
fermentant des sucres cultivent si le glucose remplace l’alcool. 

Tous nos germes poussent sur milieu au citrate (Koser et Simmons) 
mais les souches afermentaires acidifient le milieu, donnant une cul- 
ture jaune sur milieu de Simmons, tandis que les 10 autres souches 
lalcalinisent. 

Parmi ces mémes 10 souches, 7 acidifient et coagulent le lait, 
4 en trois jours, 1 en dix-sept jours, et 2 en un mois, et réduisent }’indi- 
cateur : tournesol ou bleu de méthyléne. Toutes les autres alcalinisent 
fortement le lait. 7 seulement de ces germes, 6 glucidolytiques (dont 
1 isolé du sol) et 1 afermentaire, sont pathogénes pour la souris, la 
tuant en un jour par voie intrapéritonéale 4 la dose de 1/2 cm? d’une 
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culture en bouillon de vingt-quatre heures. A Vautopsie, on trouve 
une rate augmentée de volume, une réaction leucocytaire abondante 
dans |’exsudat péritonéal; de nombreux germes sont phagocytés, 
d’autres sont libres, aucun n’est encapsulé. L’hémoculture est positive. 

Une étude sérologique, bien que faite avec 7 sérums seulement, a 
montré que ces souches forment plusieurs groupes. Mais des souches 
fermentaires et afermentaires appartiennent au méme groupe. C’est 
ainsi que le sérum 1 (glucose +) agglutine 2 souches glucose — au 
taux limite, que le sérum 25 (glucose +) agglutine 7 souches (6 glu- 
cose +, 1 glucose —) et le sérum 26 (glucose +) 3 souches (2 glu- 
cose +, 1 glucose —), 

Parmi les germes étudiés, nous en avons 4, étiquetés (d’aprés 
Stuart [6]) B5 W ; 2 proviennent de l’Arnold Laboratory (Providence), 
le troisitme a été isolé par Buttiaux (Institut Pasteur de Lille), le 
quatriéme par Le Minor (Institut Pasteur). Ces souches sont consi- 
dérées par Stuart comme des Entérobactériacées probables. Elles ont 
aussi été rencontrées par Schaub [7], qui propose pour elles le nom 
de Bact. anitratum. C’est probablement le méme germe que Néel a 
isolé d’un liquide céphalo-rachidien 4 Madagascar [8]. La morphologie, 
surtout, mais aussi l’aérobiose stricte, les caractéres biochimiques et 
la sérologie, en font des Morazella. Nous considérons nos 10 souches 
fermentaires comme une variété nouvelle de M,. lwoffi. 

En résumé, aprés étude de 26 souches de M. lwoffi, nous décrivons 
une variété nouvelle pour laquelle M. Prévot nous propose le nom de 
Morazella lwoffi var. glucidolytica. 
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UN CAS D’INFECTION BRUCELLIQUE 
DU LIEVRE EN FRANCE 


par H. JACOTOT et A. VALLEE 
(avec la collaboration technique de A. LE PRIOL.) 


(Institut Pasteur. Service de Microbiologie animale.) 


C’est en Allemagne que la brucellose du liévre a été signalée pour 
il y a dix ans, par Witte [4]. Mais Roux et Bouvier 


la premi¢re fois, 
aa Suisse, en 1936, et il leur fut donné d’en 


en avaient identifié un cas en 


1U0 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


étudier un deuxiéme cas dans le méme pays, en 1944 [2]. Enfin, plus 
récemment, et toujours en Suisse, Burgisser concluait de ses observa- 
tions que 10 p. 100 des liévres qui lui étaient envoyés du Jura pour 
autopsie présentaient des lésions de brucellose [3]. 

En France, ott pourtant de nombreux cadavres de liévres ont été 
examinés depuis que la tularémie a fait son apparition sur le terri- 
toire, jamais jusqu’A présent une brucelle n’a été isolée de cette espéce 
animale. Toutefois, la constatation nécropsique d’une métrite purulente 
a fait soupconner sa présence chez un liévre femelle autopsié & Besancon 
il y a quelques années (*). 

Le 11 septembre, notre collégue, le docteur Girard, recevait pour 
recherches ayant trait & la tularémie un liévre provenant de la Somme ; 
relevant sur le cadavre des lésions qu’il considérait comme n’étant 
certainement pas causées par P. tularensis, il nous remettait, aprés 
avoir effectué les prélévements qui ]’intéressaient, un chapelet de gan- 
glions mésentériques tuméfiés, de couleur jaune sale ; aprés section, ces 
ganglions apparaissaient imprégnés d’un pus caséeux trés épais, passant 
difficilement dans la pipette Pasteur ; mais leur structure n’était pas 
entiérement effacée. 

L’examen de ce pus, aprés coloration, est négatif. On ensemence 
divers milieux, en aérobiose, en anaérobiose et en présence de CO,. 
Tous ces ensemencements resteront négatifs, 4 Vexception d’un seul : 
dans le bouillon sérum en tube de Yvan Hall, un nuage apparait le 
douziéme jour. L’examen microscopique met en évidence un_ petit 
germe Gram-négatif qui, d’emblée, en impose pour une brucelle. Il est 
a l’état de pureté ; on le repique sans difficulté sur les milieux solides 
et liquides usuels en pareil cas et l’on poursuit identification. 

Il. Comportement du germe en présence de sérums antibrucelliques. 
— De la premiére subculture sur gélose on fait une suspension conte- 
nant approximativement 3 milliards de germes au centimétre cube 
sur laquelie on fait agir 3 sérums authentiques du laboratoire ; ces 
sérums ont été fournis antérieurement, l’?un par une brebis vaccinée, 
un autre par un cobaye inoculé avec une brucelle de type bovis, le 
troisiéme par une vache naturellement atteinte de brucellose. Ces 
3 sérums déterminent lagglutination compléie avec éclaircissement 
lotal (+++) aux dilutions 1/120, 1/480 et 1/960 respectivement ; ils 
déterminent une agglutination légére (+) aux dilutions 1/480, 1/1 920 
el 1/3 840. Ce sont presque exactement les titres qui avaient été attri- 
bués aux dits sérums lorsqu’on les avait mis en présence de ]’antigéne 
employé au laboratoire pour les séro-diagnostics de brucellose. 

Il. Recherche des agglutinines chez les cobayes inoculés. — a) Le 
jour ot. la premiére culture apparait en tube de Hall, on inocule 
38 cobayes ; ils regoivent respectivement dans le péritoine 1/10, 1/4 et 


(*) J. Basser écrivait 4 ce sujet en 1947: « A Toceasion de Vepizootie de 
tularémie sévissant aujour@hui dans le Doubs, plusieurs laboratoires ont 
recu des cadavres de liévres expédiés par M. Rouget (président de la 
société des Chasseurs du Doubs). Celui dune hase, autopsié & Besancon 
montra des organes génitaux remplis de pus. Il est possible que B. tula- 
rense soit responsable de la mort, mais il est étranger, A coup str, A la 
métrite purulente observée. Il s’agit, trés probablement, de brucellose. » 
Bull. de (Acad. vét., 1947,°20, 167. 
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1/2 cm* du bouillon encore pauvre en germes. Trois semaines apres, 
leurs sérums agglutinent l’antigéne totalement au 1/60 et partiel- 
lement au 1/120; apres six semaines ils l’agglutinent respecti- 
vement (+++) aux 1/240, 1/120 et 1/60. 

b) Trois cobayes regoivent respectivement 1/4, 2M cmee ae mia 
deuxi¢éme subculture en bouillon ; aprés trois semaines leurs sérums 
agglutinent respectivement l’antigéne (+++) aux 1/240, 1/480, 1/480 
et aprés quatre semaines aux 1/240, 1/1920 et 1/960. 

Il. Détermination du type. — A plusieurs reprises on a recherché 
si le germe cultivé sur milieu solide ou liquide produisait de IV’H,S ; 
une fois seulement, dans un tube de Hall, le papier au sous-acétate de 
plomb a décelé une trace de gaz dans les deux premiers jours. 

La thionine, la fuchsine basique, le violet de méthyle se sont montrés 
sans action bactériostatique sur cette brucelle ; elle se développe bien 
sur le milieu de Lowenstein glycériné et trés bien sur le milieu de 
Petragnani impropre a la culture de B. abortus. 


ConcLusion. — Dans le contenu caséeux des ganglions mésentériques 
hypertrophiés d’un liévre trouvé mort dans le département de la 
Somme en septembre 1950, nous avons isolé une brucelle ; elle s’y trou- 
vait a l’état de pureté. Ses caractéres différenticls sont ceux de 
Br. melitensis. 
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ETUDE SUR LA MELITINE 
par L. CARRERE. 


(Laboratoire de Microbiologie. Facullé de Médecine, Montpellier.) 


Depuis les travaux de Burnet [4] la mélitine (culture de Brucella, en 
milieu liquide, filtrée au vingtiéme jour d’étuve a4 37°) est journel- 
lement utilisée dans la pratique du dépistage des brucelloses humaines 
et animales par intradermo-réaction ; néanmoins les connaissances 
concernant sa constitution, ses propriétés, etc., sont peu importantes. 

Nous avons étudié certaines propriétés de la mélitine et tenté d’élu- 
cider la part de ses constituants dans les phénoménes d’immunité et 
d’allergie. 

La mélitine utilisée est celle du C. R. F. O., préparée, depuis plus de 
vingt ans, avec des souches sélectionnées, selon la méme technique. 

Les premiers essais, qui font Vobjet de la présente note, ont porté 
sur la valeur antigéne de la mélitine. Dans ce but, des lapins, des 
cohayes, un mouton ont recu des quantités données de mélitine, par 
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diverses voies; les anticorps : agglutinines, précipitines, bactério- 
tropines, ont ensuite été recherchés dans les sérums de ces animaux. 

Agglutinines : elles ont apparu trés rapidement, au troisiéme jour. 

Expériences. — I. Un lapin male recoit 

2 ml mélitine intraveineuse 4 10 heures ; 

2 ml mélitine intraveineuse A 10 h. 30 ; 

2 ml mélitine sous-cutanée 4 11 h. 30; 

2 ml mélitine sous-cutanée & 12 heures 
le 6 mars 1950. Prises de sang échelonnées tous les jours : le 9 mars 
1950, l’agglutination est positive pour l’antigéne Brucella C. R. F. O. 
au 1/40. Le 10 mars 1950, l’agglutination est positive au 1/80. 

Il. Au quatriéme jour. Deux lapins recoivent 2 ml de mélitine intra- 
veineuse 4 10 heures (lapin II, lapin IID) ; 2 ml 4 10 h. 30, 2 ml (injec- 
tion sous-cutanée) & 11 heures et 2 ml (injection sous-cutanée) a 
1l h. 30, le 28 mars 1950. 

Les essais d’agglutination pratiqués avec le sérum de ces lapins pré- 
levé journellement se montrent positifs au 1/80 pour le lapin II et au 
1/160 pour Je lapin III, le 1° avril 1950. 

Ill. Au cinquiéme jour. 2 lapins recoivent en injection intravei- 
neuse, 4 trois reprises, & une demi-heure d’intervalle, 1,5 ml de méli- 
tine chaque fois, le 81 mai 1950 (lapin IV, lapin V). Les agglutinines 
recherchées journellement sont mises en évidence le 6 juin 1950, aux 
taux de 1/80 (lapin IV) et 1/160 (lapin V). 

Chez les cobayes qui ont recu : l’un (cobaye A) 1 ml par voie intra- 
cardiaque 4 10 heures, méme dose & 10 h. 45 et 11 h. 45 sous-cutanée ; 
l’autre (cobaye B) 2 ml par voie sous-cutanée 4 10 heures, le 17 mars 1950, 
les agglutinines testées journellement n’apparaissent que le 25 mars 1950, 
au taux de 1/20. 

Un mouton recoit, & trois reprises, 4 une heure d’intervalle : deux 
fois 6 ml de mélitine, la troisiéme 10 ml de mélitine. Les agglutinines, 
recherchées journellement, sont trouvées au troisitme jour au taux 
de 1/20, au cinquiéme jour au taux de 1/160, sixiéme jour 1/320. 

La rapidité d’apparition des agglutinines parait étre en relation avec 
la quantité de mélitine injectée : troisiéme-quatriéme jour, lapin T, 
lapin III, qui ont recu 8 ml de mélitine ; troisitme jour, mouton, qui 
a recu 22 ml; sixiéme jour, seulement lapins IV et V, qui n’en ont 
recu que 4,5 ml; huitiéme jour, cobayes, 2 ml. 

En réalité, des traces d’agglutinine peuvent étre mises en évidence, 
parfois dés les premiéres heures, aprés l’injection de mélitine. 

Le taux des agglutinines n’est pas trés élevé, il ne dépasse pas 
le 1/320 maximum (lapins I, TV, mouton) ou 1/160 (lapins II, III, V) ; 
pour les cobayes, 1/40. Les injections de mélitine renouvelées par voie 
sous-cutanée, 4 quatre reprises, tous les quatre jours, n’élévent pas le 
taux maximum ; par contre, il suffit d’une seule injection de corps 
microbiens (2 000 000) & ces animaux pour voir monter le taux des 
agglutinines 4 1/2 560, le quatridéme jour apres linjection intravei- 
neuse ou sous-cutanée (lapins I et HD, alors que l’animal témoin ne 
présente pas d’agglutinine. 

Bien qu'antigéne, la mélitine A la dose (1/10-2/10 de millilitre) 
employée dans la pratique de l’intradermo-réaction ne provoque pas 
Vapparition d’agglutinines ; nous avons’ yérifié ce fait sur 17 sujets 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 103 


atteints de diverses affections non brucelliennes ; les agglutinines 
inexistantes avant l’intradermo-réaction n’ont pu étre décelées de deux 
& vingt-cing jours aprés l’injection intradermique. 

Précipitines : On obtient une précipitation trés nette de la mélitine 
a la dilution de 1/100 dés le cinquiéme ou sixiéme jour aprés l’injec- 
tion de mélitine (lapins I, HI, V) ; aprés injections répétées, les préci- 
pitines sont décelées 4 la dilution 1/50 000 du sérum (lapin I). 

Bactériotropines : Recherchées par la méthode de van der Haeden [2]. 
Vindex opsonocytophagique s’est montré positif chez tous les lapins, 
soit au huitiéme jour (lapin III), soit au douziéme jour (lapins IV, V). 

La mélitine n’est pas allergisante, aucun des animaux testés & 
maintes reprises n’a présenté d’intradermo-réaction positive & la méli- 
tine ou aux corps microbiens. 

La mélitine parait inoffensive pour les animaux non « brucellisés », 
nous n’avons observé chez eux aucun symptéme d’intoxication. Deux 
cobayes ayant recu au total 60 ml en six injections n’ont présenté, a 
Vanalyse, aucune lésion viscérale. 

Résumé : La mélitine est antigéne ; injectée par voie parentérale, 
elle provoque chez les animaux l’apparition d’agglutinines, précipi- | 
tines, bactériotropines. Elle ne confére pas l’allergie et parait inoffen- 
sive, méme a dose élevée répétée, pour les animaux non « brucellisés ». 
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ANTICORPS BLOQUANTS DANS LE SERUM 
DE SUJETS BRUCELLIQUES 


lil. — LEUR PLACE PAR RAPPORT A L’APPARITION 
DES ANTICORPS AGGLUTINANTS 


par L. CARRERE et G. RENOUX 


(Laboratoire de Microbiologie de la Faculté de Médecine 
et Centre de Recherches sur la fiévre ondulante, Montpellier.) 


L’existence des anticorps bloquants avait été pressentie dés 1935 par 
Taylor, Lisbonne et coll. [4] qui les appelaient « substances inhibi- 
trices » de l’agglutination. C’est pour éviter leur action génante qu’ils 
ont préconisé l’emploi d’une eau salée concentrée (5 p. 100) dans la 
pratique de la séro-agglutination. Dans des notes précédentes [2] nous 
avons montré l’existence de tels anticorps dans le sérum de sujets 
humains brucellisés et le réle qu’ils jouaient dans le phénoméne de 
zone quand ce phénoméne était di 4 un facteur sérique. 

L’un de nous [3] vient de publier les résultats de recherches sur le 
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pouvoir antigéne de la mélitine (filtrat de culture de Br. melitensis 
utilisé pour les tests intradermiques). 

La recherche des anlicorps bloquants dans les sérums des animaux 
en expérience, avant qu’apparaissent les agglutinines (par la technique 
que nous avons précédemment exposée) et les constatations faites A 
Vexamen des sérums de quelques malades nous ont donné des résul- 
tats que nous croyons intéressant d’exposer. 


I. RésuLTATS EXPERIMENTAUX. — A. Lapins. — L’injeclion intravei- 
neuse au lapin de mélitine (8 injections de 2 ml 4 une heure d’inter- 
valle) est parfaitement tolérée par l’animal. Ces inoculations font 
apparaitre en quatre jours des agglutinines qui montent a des taux 
importants (1/160, 1/3820). Les essais ont porté sur 5 lapins males de 
2 kg environ. 

Avant les injections, les sérums de ces animaux ne contenaient ni 
agglutinines, ni anticorps bloquants. 

La recherche chez ces lapins des anticorps bloqguants a montré chaque 
fois; dés la vingt-quatri¢éme heure aprés la derniére injection de méli- 
tine, la présence de ces anticorps 4 des taux variant entre le 1/10 et 
le 1/40. 

Les anticorps bloquants disparaissent des sérums quand les agglu- 
tinines apparaissent. 

B. Mouton. — Un mouton indemne de brucellose (provenance saine, 
séro-diagnostic négatif, intradermo-réaction négative, pas d’anticorps 
bloquants dans son sérum) recoit, & une heure d’intervalle par voie 
endoveineuse, 6,6 et i0 ml de mélitine. Le tableau ci-joint résume les 
résultats de nos examens. 


Tasteau I. — Apparition des anticorps bloquants, puis agglutinants 
chez un mouton, aprés injections endoveineuses de mélitine. 


TEMPS 
NUMEROS depuis la dernicre 
injection 
(heures) 


PRESENCE D’ANTICORPS BLOQUANTS 


ou d'agglutinines (1) 


ED Nol beer ate ge yc Avant. Négative. 
BARD cae, aches 6 Bloquants. Douteuse au 1/10. 


CSAS) aaa es to 22 Bloquants. Positive au 4/40. 
MAD iy Vee ce oe 28 Bloquants. Douleuse au 1/20. 
le gee eS ar 47 Bloquants. Douteuse au 1/20. 
BA Sirs so Setar 53 Bloquants. Positive au 1/40. 


BNO Sis oa mee 4 Agelutin. eas au 4/10. 
OT eam 76,30 Agelutin. + au 1/20, 
BUA SR Ss SOA ee 95 Agglutin. ++ au 4/20. 
OAS ei A, 103 Agglutin. ++ au 1/160. 
LOPS reas, RAP 450 Agglutin. +++ au 4/320. 


(1) Dans ces tableaux nous avons nolé les taux maximums constatés: bien entendu, 
aux dilutions inférieures les réactions sont completes. 


a | 


Comme chez le Japin, les anticorps bloquants se révélent rapidement 
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apres les injections d’antigéne et disparaissent quand apparaissent les 
agglutinines. 


If. CoNnsTATATIONS CHEZ L’HOMME. — Trois malades nous ont permis 
des constatations analogues (Service du Prof. Janbon). Dans les 3 cas 
il s’agit de brucelloses cliniquement certaines, pour l’un d’eux c’était 
une rechute. La suite des examens faits a permis d’affirmer ]’exactitude 
de ce diagnostic (cultures positives). A l’entrée, les séro-diagnostics 
étaient négatifs. Voici le résumé des recherches sérologiques. 


Tasieau Il. — Presence d’anticorps bloquants précédant l’apparition 
des agglutinines chez trois brucelliques en évolution. 


PRESENCE D’ANTICORPS BLOQUANTS 


NUMEROS NOMS ; bee 
ou d'agelutinines (1) 


S02 new es er Lo= tev 211950). Gas. . Bloquants. Positif au 1/20, 
935 ene) eomMal 4950: Gas... Aggiutin. ate au 1/160. 


Ais OFpmen eee ss pera das ()) Cenvar. Bloquants. | Douteux au 
TAGs | 12) ma 1950" Cerny... Agglutin. + 
1840. 5 . -/ 48 mai 1950. Cerv... Agglutin. +4 


5 sept. 1950. Cabr... Bloquants. Positif 
A142. 5 8 Sept. 1950: Cabr... Agglutin. Zone au 1/10 
12 sept. 1950. Cabr... Agglulin. Zone au 1/10 


(1) Voir tableau I. 


III. Conciustons. — Nous avions montré dans une publication précé- 
dente [2] que les anticorps bloquants se retrouvaient chez l’homme 
bien des années aprés la guérison clinique, bien des années aprés la 
disparition d’agglutinines décelables. 

Les résultats que nous venons de relater montrent que ces anticorps 
bloquants précédent, aussi bien chez lanimal, aprés injections expéri- 
mentales, que chez l’homme au cours de 1|’évolution clinique, l’appa- 
rition des agglutinines. 

Leur longue persistance chez le sujet guéri, leur existence (vérifiée 
jusqu’& présent sur un trop petit nombre de sujets pour qu/il soit 
possible d’en faire état en toute certitude) chez les sujets « brucellisés » 
atteints de brucellose latente ou inapparente, rendent trés deélicate 
Vapplication de la recherche des anticorps bloquants au diagnostic 
précoce de la fiévre ondulante. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] R. M. Tayztor, M. Lisponne, L.-F. Vinw et R. N. Hazemsny. Rev. Hyg,, 
WORY2 GS} ato 7h 

[2] G. Renoux. Ces Annales, 1950, 78, 798 ; 1950, 79, 232. 

[3] L. Carrtr-. Ces Annales, 1951, 80, 101. 


106 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les 
Annales de lInstitut Pasteur. 


Isolement et étude de 3 souches de virus des oreillons, par 
C. Hannoun. 


Ralentissement de V’adsorption sur les bactéries et blocage 
de la synthése des phages par certaines concentrations de 
phosphates, par R. Want et M™ BiumM-EMERIQUE. 


L’identification des Brucella par leur activité uréasique. 
Comparaison avec les autres méthodes de différenciation, 


par G. Renoux et H. QUATREFAGES. 


Bactériostases in vitro des Brucella par le 2,3-dimercapto- 
propanol (B.A.L.) ; synergie entre ce produit et le 
chloramphénicol ou l’auréomycine, par G. Renoux et J. Roux. 
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